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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo, desenvolver um modelo molecular que possa
descrever propriedades de equilibrio, bem como as for¢as de interagdo envolvidas em um
sistema enzima-inibidor, onde a enzima ¢ a 5-Enolpiruvil-Shikimato-3-Fosfato Sintase
(EPSPs) e seu inibidor o herbicida glifosato (GPJ). A participagdo do substrato Shikimato-3-
Fosfato (S3P) também foi estudada. A estabilidade e a distribuicdo de cargas ao longo da
superficie da enzima EPSPs foram analisadas para subsidiar o desenvolvimento de um
nanobiossensor especifico para a deteccdo do herbicida glifosato através da funcionalizagdo
da ponta de um microscépio de forca atdbmica (AFM) com a enzima EPSPs. A parametrizagdo
de dois angulos diedros para o herbicida GPJ foram obtidos através de calculos mecénico-
quanticos ao nivel de Hartree Fock, utilizando como conjunto de bases o 6-31G*. Os
parametros obtidos, relacionados aos coeficientes de Ryckaert-Bellemans, foram
implementados no campo de forga OPLS-AA, utilizado pelo programa GROMACS.
Simulagdes de dindmica molecular direcional (SMD), foram realizadas em trés possiveis
caminhos de retirada do herbicida do sitio ativo, aplicando-se for¢as harmonicas externas com
constante de forga equivalente a do cantiléver do AFM, com o objetivo de simular
experimentos de detec¢do do herbicida por microscopia de forca atdmica. Uma expansio
cumulante de segunda ordem da igualdade de Jarzynski foi utilizada para os célculos do perfil
de energia livre ao longo da coordenada de reagdo e, portanto, para se obter o Potencial de
For¢a Média (PMF) das simula¢des de SMD. Os trés caminhos escolhidos apresentaram
diferentes barreiras energéticas relacionadas com o rompimento das interagdes do inibidor
com a enzima. Estas barreiras energéticas calculadas pelas simulagdes estdo na mesma ordem
de magnitude das energias livres de ligacdo para sistemas semelhantes obtidas a partir das

constantes de inibi¢do experimentais.

Palavras-chave: Dinamica Molecular, Enzima EPSPs, Glifosato, AFM, Potencial de Forga

Média.



ABSTRACT

This work aims to developed a molecular model that can describe equilibrium properties, as
well as the interacting forces involved in an enzyme-inhibitor system, where the enzyme is the
5-Enolpyruvyl-Shikimate-3-Phosphate Synthase (EPSPs) and its inhibitor is the glyphosate
herbicide (GPJ). The participation of the substrate Shikimate-3-Phosphate (S3P) was also
studied. The stability and distribution of charges along the surface of the EPSPs enzyme were
analyzed for the development of a specific nanobiosensor for glyphosate herbicide detection
through the functionalization of the tip of an atomic force microscope (AFM) with the
enzyme EPSPs. The parameterization of two dihedral angles for the GPJ herbicide was
obtained through mechanical-quantum calculations at the Hartree Fock level using the 6-31G*
base set. The parameters obtained, related to the Ryckaert-Bellemans coefficients, were
implemented in the OPLS-AA force field, used by the GROMACS program. Steered
Molecular Dynamics Simulations (SMD) were performed in three possible unbinding
pathways, to remove the herbicide from the active site, applying external harmonic forces
with a force constant equivalent to that of the AFM cantilever, in order to simulate
experiments to detect the herbicide by atomic force microscopy. A second-order cumulant
expansion of the Jarzynski’s equation was used to calculate the free energy profile along the
reaction coordinate and to obtain the potential of mean force (PMF) of the SMD simulations.
The three paths chosen presented different energetic barriers related to the disruption of
inhibitor interactions with the enzyme. These energy barriers calculated by the simulations are
in the same order of magnitude as the bond free energies for similar systems obtained from

the experimental inhibition constants.

Keywords: Molecular Dynamics, EPSPs enzyme, Glyphosate, AFM, Potential of Mean

Force.
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1 Introducao
1.1 Biomoléculas

As biomoléculas possuem caracteristicas quimicas comuns as demais moléculas da
natureza. Porém, quando associadas em um sistema biologico, possuem uma dindmica propria
de regulacdo e sintese, que proporcionam as caracteristicas de cada ser vivo'. As
biomoléculas, em sua maioria, sdo compostos organicos derivados dos hidrocarbonetos, os
quais sdo compostos formados por um esqueleto de atomos de carbono ligados
covalentemente entre si e aos quais estdo ligados apenas dtomos de hidrogénio, sendo esses
esqueletos carbonicos muito estdveis. Os atomos de hidrogénio podem ser substituidos
individualmente por uma grande variedade de grupos funcionais para formar familias
diferentes de compostos organicos. A “personalidade” quimica de um composto &
determinada pela quimica de seus grupos funcionais e a disposi¢cdo destes no espaco
tridimensional®.

As principais classes de biomoléculas em todos os tipos de células sdo: proteinas,
acidos nucleicos, polissacarideos e lipidios, sendo as proteinas as mais versateis das
biomoléculas nos sistemas vivos e servem para fungdes cruciais em essencialmente todos os
processos bioldgicos. Funcionam como catalisadores, transportam e armazenam outras
moléculas, tais como oxigénio, fornecem apoio mecanico e protecdo imunitaria, geram

movimentos, transmitem impulsos nervosos, € controlam o crescimento e a diferenciagdo’.

1.2 Aminoacidos e Proteinas

As proteinas ocorrem em uma grande variedade, desde peptideos de tamanho
relativamente pequeno até enormes polimeros com pesos moleculares na faixa de milhdes,
isto em apenas uma célula. As suas subunidades monoméricas relativamente simples
fornecem a chave para a estrutura de milhares de proteinas diferentes. Todas as proteinas,
sejam das linhagens mais antigas de bactérias, sejam das formas mais complexas de vida, sdo
construidas com o mesmo ubiquo conjunto de 20 aminoacidos (Figura 1), ligados
covalentemente em sequéncias lineares caracteristicas. Em virtude de cada um desses
aminodacidos ter uma cadeia lateral distintiva, a qual determina as suas propriedades quimicas,
esse grupo de 20 moléculas precursoras pode ser considerado como o alfabeto com o qual a
linguagem da estrutura proteica é escrita’.

Os aminoacidos sdo compostos que apresentam, na sua molécula, um grupo amino (-
NH») e um grupo carboxila (-COOH); a tnica exce¢do é a prolina, que contém um grupo

imino (-NH-) no lugar do grupo amino. Em pH fisioldgico, esses grupos estdo na forma
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ionizada: -NH;", -COO" ¢ -NH,". Os aminoacidos tém uma foérmula basica comum, na qual os
grupos amino e carboxila estdo ligados ao carbono a, ao qual também se liga um atomo de

hidrogénio e um grupo variavel chamado cadeia lateral ou grupo R:

COO0
|
H,N*-C_,—H
|
R
Figura 1 - Estrutura e classificacdo dos aminodacidos.
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Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/333917/, acessado em 27/07/2015.

As propriedades das cadeias laterais dos aminodacidos — principalmente o fato de
algumas delas terem afinidade pela dgua e outras ndo — sdo importantes para a conformacao
das proteinas e, portanto, para sua fun¢do. Os aminodcidos sdo classificados, de acordo com a
polaridade do grupo R, em duas grandes categorias: aminoacidos apolares (grupo R
hidrof6bico) e aminoacidos polares (grupo R hidrofilico)*, Figura 1.

Duas moléculas de aminoacidos podem ser unidas covalentemente por meio de uma
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ligagdo amida substituida, chamada de liga¢do peptidica, para formar um dipeptideo. Tal
ligacdo € formada por remoc¢ao dos elementos da dgua (desidratacdo) de um grupo a-carboxila
de um aminodcido e de um grupo a-amino de outro (Figura 2)*. Uma série de aminoacidos
unidos por ligagdes peptidicas formam uma cadeia peptidica, ou polipeptidica, sendo que esta
cadeia é constituida de uma parte que se repete regularmente, chamada de cadeia principal ou
arcabougo, e uma parte variavel, que corresponde as distintas cadeias laterais (Figura 3). O
arcabougo peptidico € rico em potencial formacdo de ligagdes de hidrogénio. Cada unidade
contém um grupamento carbonila, que é um bom aceptor para estes tipos de liga¢des e, com
excegdo da prolina, um grupamento NH, que ¢ um bom doador para este tipo de interacdo
molecular. A maioria das cadeias polipeptidicas naturais contém entre 50 a 2000 aminoacidos,

e sdo comumente referidas como proteinas®.
Figura 2 - Ligacdo peptidica.

H H O H H O
L L1l
H—N—C—C-—<OH H-—N—C—C—OH

| |

H H
Aminoacido Aminoacido
SR, Agua
SiNTESE POR ~» H).O .
DESIDRATAGAO produzida
v

H H o H H o
| [ el
H—N—C—C/'—N—C—C—OH
H / H
Ligagao / Dipeptidio
peptidica

Fonte: https://thinkbio.wordpress.com/2011/12/13/materia_organica/, acessado em 28/07/2015.

O fato marcante ¢ que cada proteina tem uma sequéncia particular de aminoacidos,
definida com precisdo, sendo esta sequéncia referida frequentemente como estrutura primaria
de uma proteina. O exame da geometria da cadeia principal das proteinas revela diversos

aspectos importantes.
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Figura 3 - Cadeia peptidica: Em cinza a cadeia principal, formada através das ligacOes peptidicas, e em

vermelho as cadeias laterais.

OH
[ H CH; CH,4
L= g o
s cH
CH,OH I|{ I—[l PEI tling }|I (lTH.-, 1|{ CH,
H,N—C —(if —N—--(|J——("J—N—|C —C—N—(|} G=N=-0—C00
H O H O H 3 H O H

Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAgEAo0AD/proteinas, acessado em 28/07/2015.

No final da década de 1930, Linus Pauling e Robert Corey realizaram uma série de
estudos que levaram aos fundamentos de nossa presente compreensdo da estrutura das
proteinas. Eles principiaram por uma andlise cuidadosa da ligag¢do peptidica. Os carbonos «
dos residuos de aminoacidos adjacentes estdo separados por trés ligagdes covalentes, em um
arranjo que pode ser representado por C, — C— N — C,. Estudos de difracdo de raios X em
cristais de aminoacidos, de dipeptideos e tripeptideos simples demonstraram que a ligagdo C
—N em um peptideo € um pouco mais curta que a ligagdo C—N em uma amina simples e os
atomos associados com a ligagdo peptidica sdo coplanares. Isso indica uma ressonancia ou
compartilhamento parcial de dois pares de elétrons entre o oxigénio do grupo carbonila e o
nitrogénio do grupo amida (Figura 4-a).

Desta forma, a ligagdo peptidica tem um considerdvel carater de dupla ligacdo,
constringindo a ligagdo e automaticamente impedindo a rotacdo em torno dela, o que explica a
sua planaridade (Figura 4-b). As rigidas ligag¢6es peptidicas limitam a faixa de conformagdes
que podem ser assumidas por uma cadeia polipeptidica.

Ao contrario das ligacdes peptidicas, as ligacdes entre o N—C, e entre C,—C s@o
ligag¢Ges simples puras. As duas unidades peptidicas rigidas adjacentes podem rodar em torno
destas ligagdes, assumindo varias orientagdes. Esta liberdade de rotacdo em torno de duas
ligacdes de cada aminoédcido permite que as proteinas se enovelem de muitos modos
diferentes. Por convencdo, os angulos de liga¢des resultantes das rotagdes em C, sdo

denominados o (fi) para a ligagdo N—C, e y (psi) para a ligagdo C,—C.
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Figura 4 - Grupo peptidico planar: (a) Carater de dupla ligacdo da ligagdo peptidica;(b) As ligagdes N— Ca e

Co—C podem sofrer rotagdo em angulos denominados ¢ e ys, respectivamente.

Fonte:?

Novamente por conven¢do, tanto ¢ como y sdo definidos como sendo iguais a 180°
quando o polipeptideo estd em sua conformacgdo totalmente estendida e todos os grupos
peptidicos estdo no mesmo plano (Figura 4-b). A principio, ¢ e y podem ter qualquer valor
entre -180° e +180°, mas muitos valores sdo inatingiveis por interferéncia estérica entre
atomos na estrutura polipeptidica e cadeias laterais de aminoacidos™’.

Os valores das combinagdes estruturais permitidas podem ser visualizados em um
grafico com duas dimensdes, chamado de diagrama de Ramachandran (Figura 5)°.

As proteinas apresentam arranjos tridimensionais com dobramentos regulares, sendo
que estas estruturas s@o estabilizadas por liga¢cdes de hidrogénio entre o oxigénio carbonil de
uma liga¢do peptidica e o hidrogénio amida de uma outra ligagdo peptidica proxima
(=NH----O=C-). Duas organizagdes sdo particularmente estaveis: o enrolamento da cadeia ao
redor de um eixo e a interacgdo lateral de segmentos de uma cadeia polipeptidica ou de cadeias
diferentes. Estas conformacdes sdo denominadas, respectivamente, de a-hélice e folha [

pregueada (Figura 6)*°.
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Figura 5 - Diagrama de Ramachandran para residuos de L-Ala. As conformagdes dos peptideos sdo definidas

pelos valores de ¢ e @. As dreas em azul-escuro refletem conformacGes que ndo envolvem
sobreposicGes estéricas, permitidas; o azul-médio indica conformacGes permitidas nos limites
extremos para os contatos atomicos desfavoraveis; a area azul-clara reflete conformagées que sdo
permitidas se houver uma pequena flexibilidade nos éangulos de ligacdo e édrea em cinza

conformacgdes proibidas.

+180

120 =

60 |

Y (graus)
o
I

—120 I

—180
—180 0 +180

raus
Fonte:? ¢ lomus)

A capacidade de polimeros biologicos como as proteinas se enovelarem em estruturas
bem definidas ¢ termodinamicamente notavel. No contexto da estrutura proteica, o termo
estabilidade pode ser definido como sendo a tendéncia & manuten¢do de uma conformacgéo
nativa. As proteinas nativas sdo apenas ligeiramente estaveis; a variagcdo de energia livre, 4G,
que separa os estados enovelado e desenovelado em proteinas tipicas sob condig¢des
fisioldgicas se situa na faixa de apenas 20 a 65 KJ/mol. A entropia favoravel associada ao
grande numero de conformagdes na forma desdobrada se opde ao enovelamento e tem de ser
vencida por intera¢des favorecendo a forma enovelada. Assim, polimeros muito flexiveis com
um grande nimero possivel de conformagdes ndo se enovelam em estruturas tnicas. A rigidez
da unidade peptidica e o conjunto restrito de angulos @ e y limita o nimero de estruturas
acessiveis a forma nio enovelada, o suficiente para permitir que ocorra o enovelamento da
proteina®’. A estrutura nativa, e portanto, a estabilidade de uma proteina ¢ fundamental para a

sua atividade biologica.
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Figura 6 - Estruturas em (a) a-hélice e (b) folha 3 pregueada.

(@) (b)

Fonte: http://gracieteoliveira.pbworks.com/w/page/50091415/A%20c%C3%A9lula, acessado em
03/08/2015.

As proteinas sdo, sem divida nenhuma, as biomoléculas de maior nimero de fungdes
biologicas em um organismo vivo, dentre elas, a indispensavel fungo catalisadora exercida

pelas enzimas, sem a qual ndo seria possivel a maioria das reagdes celulares.

1.3 Enzimas

Em seres vivos, a maioria das reagdes quimicas sdo catalisadas por enzimas, que sdo
proteinas com fungdes cataliticas que determinam o perfil de transformagdes quimicas. As
caracteristicas mais impressionantes das enzimas sdo a eficiéncia catalitica extraordinéria e o
alto grau de especificidade. As enzimas sdo altamente especificas tanto na reacgdo catalisada
como na sua escolha de reagentes, os quais sdo chamados de substratos. Além disso, a
atividade catalitica de muitas enzimas depende da presenca de pequenas moléculas
denominadas co-fatores ou coenzimas, embora seu papel exato varie com o co-fator e com a
enzima. Os co-fatores ou coenzimas sdo constituidos por metais ou por moléculas organicas
pequenas.

O centro ativo de uma enzima é a regido que se liga aos substratos (e ao co-fator, se
houver algum) e que contém os radicais de aminoacidos que participam diretamente na
geracdo e quebra de ligagdes. Estes radicais s@o chamados de grupamentos cataliticos. Em
esséncia, a interacdo da enzima com o substrato no centro ativo promove a formacdo do
estado de transi¢io’.

Os aumentos de velocidade de reacdo que variam entre 5 a 17 ordens de magnitude e a

discriminacdo de substratos com estruturas similares promovidos pelas enzimas, podem ser
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relacionados com dois principios distintos, mas interligados.

O primeiro diz respeito aos rearranjos das ligacGes covalentes durante a reacdo
enzimatica. Rea¢des quimicas dos mais variados tipos ocorrem entre o substrato € os grupos
funcionais da enzima (cadeias laterais de aminodcidos especificos, co-fatores metalicos e
coenzimas). Os grupos funcionais cataliticos das enzimas podem formar uma ligacdo
covalente transitéria com um substrato e ativé-lo para a reacdo ou, entdo, algum grupo pode
ser transferido transitoriamente do substrato para um grupo da enzima. Em muitos casos,
essas reacdes somente ocorrem no centro ativo da enzima. Elas diminuem a energia de
ativacdo (e, portanto, aceleram a reacdo), propiciando um caminho reacional alternativo de
energia mais baixa.

As interagdes ndo-covalentes entre a enzima e o substrato, sdo responsdveis pelo
segundo principio. As intera¢des fracas, ndo-covalentes, entre o substrato e a enzima sio
responsaveis pela maior parte da energia necessaria para diminuir a energia de ativagdo. O
fator, que de fato distingue as enzimas da maioria dos catalisadores ndo-enzimaticos é a
formac¢do de um complexo enzima-substrato (ES) especifico. A intera¢do entre o substrato e a
enzima nesse complexo ¢ mediada pelas mesmas forgas que estabilizam a estrutura proteica,
incluindo as ligagdes de hidrogénio, interagdes dipolo-dipolo e forcas de van der Waals. A
formagdo de cada interacdo fraca no complexo ES € acompanhada por uma pequena liberacéo
de energia livre que garante o grau de estabilidade para a interagdo. A energia derivada da
interagdo ES ¢ chamada de energia de ligagcdo. O seu significado vai além de uma simples
estabilizacdo da interagdo enzima-substrato. A energia de ligacdo ¢ a maior fonte de energia
livre usada pelas enzimas para diminuir a energia de ativa¢do das reacdes, ou seja, as
interagdes entre a enzima e o substrato fornecem a maior parte da for¢ca que dirige a catdlise
enzimatica, contribuindo tanto para a especificidade quanto para a catalise’.

A atividade enzimatica pode ser interrompida ou inibida por um grande nimero de
substancias, genericamente chamadas de inibidores. Como a acdo enzimatica efetivamente
controla o metabolismo, a possibilidade de inibir reagdes enziméaticas ¢ um campo aberto para
diversas aplicacdes. Muitos medicamentos de uso corrente na pratica terapéutica baseiam suas
propriedades na inibigdo especifica de certas enzimas. Muitos inseticidas e herbicidas tém nos
inibidores enzimaticos o seu principio ativo®.

O presente trabalho estd relacionado diretamente com a enzima catalisadora 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) e o seu inibidor especifico (N-(fosfonometil)

glicina, conhecido com glifosato, e serdo discutidos mais detalhadamente a seguir.
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1.4 A enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs)

A rota shikimato constitui uma parte do metabolismo encontrado somente em micro-
organismos e plantas, nunca em animais. Esta rota € essencial para a biossintese do corismato,
o precursor para formacdo dos aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano. A
enzima shikimato quinase catalisa a sexta etapa da rota convertendo shikimato a shikimato-3-
fosfato (S3P). A parte enolpiruvil do fosfoenol-piruvato (PEP) ¢é transferido para o grupo 5-
hidroxila do S3P, produzindo o 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato (EPSP). Esta reagdo ¢
catalisada pela enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs). A etapa final do

caminho shikimato € a conversio da EPSP a corismato pela corismato sintase (Figura 7)"®.

Figura 7 - Conversdo do shikimato a corismato na rota shikimato.

CH,
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o ATP  ADP > PEP PO ; PO
N " //k N\ ol " CH; 4" e CH2
N /)‘ L M L ”\ J | J.I\
- . ————ta —mmm A L E i ]
HO™ ™ "NOH gitimare - OPO" 7 TOH EPSP 204P0" Y Y07 "CO, Corismato Y YO “CO,
OH kinase OH sintase OH sintase OH
Shikimat H 2 :
ikimato 53P “0,C._N._PO;* EPSP Corismato
Inibidor:
Glifosato

Fonte: adaptado de ®

A estrutura terciaria de uma unica molécula de EPSP sintase da bactéria Escherichia
coli (E. coli) estd ilustrada na Figura 8. A estrutura consiste de dois dominios globulares
distintos que sdo aproximadamente hemisféricos, cada um com um raio de cerca de 25 A,
possuindo um total de 427 residuos de aminoacidos. Distribuido sobre o eixo de cada
hemisfério estdo trés hélices paralelas de trés a quatro voltas cada; as superficies de dominio
incluem trés folhas P, a maioria com quatro fitas, e trés hélices paralelas que possuem faces
acessiveis ao solvente. Estes constituem os principais segmentos da estrutura secundéria da

enzima EPSP sintase®'’

. A enzima EPSPs € o unico alvo do inibidor glifosato, o ingrediente
ativo do herbicida Roundup® da Monsanto. A reagido da EPSPs com o glifosato, na presenga

do substrato S3P € alvo de diversos estudos ha varios anos.
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Figura 8 - Representacdo (em cartoon) da conformagdo da enzima EPSPs; (a) Estado ndo ligado (aberto) e (b)
Estado ligado (fechado). O S3P e o glifosato sdo representados nos modelos (bola e bastdo) e (van

der Waals-VDW), respectivamente.

Fonte: http://www.artn.com/Monsanto, acessado em 03/08/2015.

1.5 Glifosato

O elevado crescimento da atividade agricola esta associado a incorporacdo de varias
tecnologias ao processo de modernizagdo da agricultura, dentre elas, destaca-se o uso de
defensivos agricolas sendo o Brasil o maior consumidor de agrotoxicos do mundo'’. As
variaveis que constroem esse indicador envolvem a area plantada em hectares(tha) e a
quantidade de agrotdxicos consumidos de acordo com a classe, discriminados segundo as
principais classes de uso (herbicidas, fungicidas, inseticidas, bactericidas, dentre outros)'.

Dentre os herbicidas, o glifosato, (N-(fosfonometil) glicina é o ingrediente ativo mais
utilizado em todo o mundo. A propriedade herbicida desta molécula foi descoberta pela
Monsanto em 1970 e a primeira formulacdo comercial foi lancada nos Estados Unidos em
1974, com o nome comercial de Roundup@. E utilizada para o controle de plantas daninhas
nas areas agricolas, industriais, florestais, residenciais e ambientes aquaticos, de acordo com
os registros obtidos em cada pais. O glifosato ¢ um herbicida pds-emergente, pertencente ao
grupo quimico das glicinas substituidas, classificado como nao-seletivo e de acdo sistémica.
Apresenta largo espectro de ac¢do, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas
anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas em culturas de arroz, cana-de-agucar,

café, milho, soja, dentre outras®.
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O tecido vivo das plantas absorve o herbicida e o transloca, via floema, através da
planta para raizes e rizomas, e sua agdo inibe a enzima especifica 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintase (EPSPs) (Figura 8). Apos o tratamento com o glifosato as plantas morrem
lentamente, em dias ou semanas, € nenhuma parte dela sobrevive devido ao transporte por
todo o sistema'*.

Numerosos estudos demonstraram que o glifosato forma preferencialmente um
complexo terndrio estavel com a enzima EPSPs e o substrato S3P. Este complexo ternario
representa provavelmente a forma real da liga¢do do glifosato na enzima, que € responséavel
pela sua atividade herbicida nas ervas daninhas'>™®,

Em condi¢des ambientais, tanto glifosato quanto seus sais sdo solidos cristalinos,
muito soluveis em dgua (12 g/L. a 25 °C, para glifosato) e quase insoliveis em solventes
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organicos comuns, tais como acetona e etanol”. Os valores de pK, encontrados para o

glifosato sdo: pK; = 0,47; pK, = 5,69; pK; = 11,81. Tais constantes de dissociagdo indicam o

grau de dissocia¢do do herbicida em fun¢io do pH***' (Figura 9).

Figura 9 - Fracdo de ocorréncia das espécies de glifosato construido a partir dos valores de pKa (marrom,
composto com carga formal igual a 0; verde, composto com carga formal igual a -1; azul, composto

com carga formal igual a -2; vermelho composto com carga formal igual a -3 ; e representacdo dos

equilibrios.
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O glifosato possui duas principais rotas de degradag¢do microbiolégica (Figura 10). A
primeira consiste na clivagem oxidativa da ligacdo carbono nitrogénio produzindo o éacido
aminometilfosfonico (AMPA), o qual pode ser degradado a fosfato inorganico. A segunda rota
consiste na clivagem da ligacdo fosforo-carbono por acdo da bactéria Agrobacterium
radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase) produzindo a sarcosina®.

As concentragdes mais altas de glifosato e seu metabolito, o AMPA, tem sido
encontradas em folhagens novas. A aplicagdo de glifosato pode resultar na presenga de
residuos tanto na colheita quanto em animais usados na alimentag¢do humana. No ambiente, as

concentra¢des mais altas de ambos os compostos foram encontradas no solo'*.

Figura 10 - Rotas de decomposicdo microbiolégica do glifosato.

o 0

1 .
COOH-CH—NH-CHzP-0H  COOH-CH;—NH-CHyP-0OH

OH OH

Flavobacleriom sp

[

l Anthrobacior afrocyanous

[w}

o
COOH=CH;—NH-CHg HHz—CHzP-0H
OH
<, i acido aminometilfozfonica
SArcozEIna I'\.&MFA:I

l

NH—CH,

Metilaming
haetilamineg
dehidrogenase
|
o]

n
C.
H H

Formakdeido

Fonte:".

A toxicidade aguda do glifosato é considerada baixa, pertencente a classe IV (pouco
toxico), segundo classificagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)*.
Embora a toxicidade aguda seja considerada baixa, diversos estudos sobre os efeitos
epidemioldgicos, em humanos e outros animais, deste herbicida, sdo constantemente
realizados. Estudos sobre a indugdo a apoptose e necrose em células humanas *, efeitos do
glifosato em embrides de anfibios®, efeitos na atividade da colinesterase em molusco?,
alteragdes nos niveis de citocina em carpas®, alteragdo de células relacionadas a doenga de

Parkinson®, além de estudos de citoxicidade e genotoxicidade em células humanas®. A
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avaliagdo do efeito carcinogénico recebe aten¢do especial, uma vez que gera bastante
controvérsia, estudos relatam que ndo ha evidéncias de um padrio consistente que seria
indicativo de uma relagdo causal entre qualquer tipo de cincer e exposi¢do ao glifosato™,
porém, ha autores que relatam que o herbicida induz o desenvolvimento de tumor em peles de
ratos®?, além de estudos que demonstram que a exposi¢do ao glifosato pode representar um
risco de cincer de mama*. No entanto, a ANVISA anunciou oficialmente que reavaliard a
liberagdo do uso do glifosato no Brasil. A postura foi motivada pelo artigo publicado na
Revista “The Lancet” em marco de 2015 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (larc), orgdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), classificando a
carcinogenicidade de cinco agrotoxicos dentre eles o glifosato®. Os autores classificaram o
glifosato como provavelmente cancerigeno para os seres humanos®. A investigacdo de
pesticidas depara-se com problemas analiticos complexos, ocasionados pela gama de
substancias existentes a serem determinadas em distintos produtos agricolas, possivelmente
presentes em niveis tragos®®. Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas na detecgdo e
quantificagdo de pesticidas. Métodos baseados em cromatografia liquida’’, cromatografia
gasosa®™, métodos analiticos Oticos™, técnicas baseadas em voltametria pulsada®, dentre
outros. Os biossensores surgiram como métodos analiticos alternativos. S3o arranjos que
apresentam, em geral, elevadas sensibilidade e seletividade, com tempo de resposta bastante
curto e minimo tratamento da amostra.

O biossensor ¢ uma ferramenta analitica que pode ser definida como a combinagdo de
um elemento de reconhecimento bioldgico (como por exemplo, enzima, célula, organela,
anticorpo, entre outros) e um transdutor fisico, em intimo contato entre eles. O papel do
transdutor € relacionar a concentragdo de um determinado analito a uma propriedade quimica
ou fisica, que serd sequencialmente detectada, convertida em um sinal elétrico/optico, que é
amplificado®'.

Uma importancia particular sdo os nanobiossensores para detectar herbicidas,
especialmente os inibidores enzimadticos, obtidos pela deposi¢cdo de uma camada receptora

(proteina) em microcantileveres, com analitos detectados a uma concentragdo tdo baixa

quanto 1078 mol.L™! usando microscopia de forca atdmica (AFM, do inglés, Atomic Force

Microscopy)*.

1.6 Microscopia de forca atomica (AFM)
O microscopio de forga atomica (AFM) foi inventado em 1986 por Binning, Quate e

Berger*’. O principal impeto para o AFM foi medir pequenas forgas. Eles previram, que com a
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melhoria da instrumentagdo, o equipamento seria capaz de identificar forgas tdo pequenas
quanto 10" N. Com esse limite de detecgdo, ele poderia detectar até mesmo forgas
intermoleculares fracas.

O principio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns micrometros de comprimento (100 a
200 um) e geralmente com menos de vinte nanometros de didmetro, integrada em um
cantiléver flexivel. A sonda (ponteira + cantiléver) ¢ sempre o componente basico do AFM e,
para alcangar resolucdo atomica, a ponta tem que terminar em um conjunto de d&tomos. A forga
entre a ponta e a superficie da amostra faz com que o cantiléver se aproxime ou se afaste e

essa deflexdo é proporcional a for¢a de interagdo* (Figura 11).

Figura 11 - (a) Ilustragdo do principio de funcionamento do AFM; (b) Microscopia eletrénica de varredura de um

cantiléver de nitreto de silicio com agulha acoplada (em detalhe).
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Fonte: #

Esta varredura ¢ feita, por intermédio de um sistema piezoelétrico, com deslocamento,
nas posi¢des x, y € z com precisdo de décimo de Angstrom, o que se da através da variagdo da
tensdo aplicada no mesmo. O deslocamento é controlado por um circuito de realimentacéo
cuja fungdo é manter a forca e/ou altura constante. Um sistema 6tico, com feixe a laser € um
fotodetector, determinam o quanto o cantiléver deflete devido a topografia da amostra. Com
os dados da deflexdo do cantiléver nos eixos x, y e z, reconstrdi-se a imagem por intermédio

de um software adequado®.
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A forg¢a mais comumente associada a microscopia de forca atdmica ¢ a forga de van
der Waals. A dependéncia dessa forca sobre a distdncia da sonda e a amostra descreve duas
regides de interagdo (Figura 12).

Na zona conhecida como regido ou modo de contato, o cantiléver ¢ mantido a uma
distdncia menor que poucos angstrons da superficie da amostra e a forga interatomica entre o
cantiléver e a amostra € repulsiva. Neste modo repulsivo, a sonda faz um leve “contato fisico”
com a amostra produzindo imagens com alta resolug¢@o, mas a compressdo e as forgas geradas,
entre a ponta e a superficie, podem causar danos a amostra, o que ¢ especialmente prejudicial

as amostras bioldgicas que sdo sensiveis e nem sempre fortemente aderidas ao substrato.

Figura 12 - Curva de forga pela distincia de separagdo entre a agulha e amostra.
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No modo de ndo-contato, o cantiléver ¢ mantido na ordem de 10-100 angstrons da
superficie da amostra e a forga interatomica entre o cantiléver e a amostra é atrativa (em
grande parte como resultado das interagdes de longo alcance de van der Waals). Neste caso, a
ponta oscila em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nanometros acima da superficie
e a forga total entre o cantiléver e a amostra nesse regime é muito pequena, geralmente em
torno de 102 N. Este regime de ndo-contato nido sofre os efeitos de degradagio da sonda ou
da amostra que muitas vezes sdo observadas no modo contato, no entanto se algumas
monocamadas de dgua condensada estiverem presentes na superficie da amostra rigida, por
um instante, as imagens podem se divergir bastante. Na operagdo no modo contato a sonda

penetrara na camada liquida e gerara a imagem da superficie subjacente, enquanto no modo
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ndo-contato o AFM refletira a imagem da superficie da camada liquida.

Estas limitagdes t€ém sido contornadas com a utilizacdo do modo intermitente. Este
modo € similar ao ndo-contato, exceto pelo fato de que a ponta vibrante fica mais proxima da
amostra, de forma que tenha um contato intermitente e € utilizado para contornar as limitagdes
impostas pelo modo contato. A comparacdo das imagens nos modos contato e intermitente
mostra que as superficies sdo menos modificadas no modo intermitente***. Os modos de

operag¢do em microscopia de for¢a atomica sdo ilustrados na Figura 13.

Figura 13 - Representacdo esquematica dos modos de operagio em AFM: (a) modo contato, (b) modo nao-

contato e (c) modo intermitente.
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Fonte: *

A microscopia de for¢a atdmica é uma poderosa ferramenta utilizada no estudo da
morfologia de polimeros*’, em sistemas bioldgicos auxiliando na compreensio dos fendmenos

4851 "além de explorar intera¢des de reconhecimento molecular

biofisicos/quimicos envolvidos
em eventos bioldgicos ao nivel de interacdes intermoleculares especificas, atuando como
nanossensores’°, dentre outras diversas aplicagdes.

Quando o cantiléver ¢ empregado como sensor de forca em AFM, podem ser usadas
curvas de distdncia para pesquisar as forcas que contribuem para deflexdo do cantiléver (ou
seja, forcas de van der Waals e eletrostaticas) e uma variedade de forgas de interagdes
bioldgicas e quimicas ndo-covalentes podem ser mapeadas diretamente em fun¢do da
distdncia ponta-amostra, na qual ¢ baseada na capacidade de medida de for¢a do AFM.
Geralmente a ponteira da sonda ¢ funcionalizada quimicamente com o objetivo de promover
uma ligagdo covalente para imobilizar ou adsorver fortemente uma molécula sensorial
(enzima ou anticorpo na superficie da ponta). Na maioria das vezes, as interagdes especificas
entre esse sistema e o substrato (amostra) sdo reversiveis, permitindo o monitoramento
continuo de amostras® (Figura 14).

A for¢a de interagdo ¢é calculada pela lei de Hooke: F=kAz, onde F ¢ forga de
interagdo, Az ¢ deflex@o do cantiléver provocada pela interagdo e k, a constante eldstica do

cantiléver, que depende de sua geometria e do material de construgdo®.
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Figura 14 - Esquema representativo para o sistema ponta funcionalizada-substrato em um AFM.
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A utilizagdo de ponteiras de AFM quimicamente funcionalizadas, a qual também ¢é
chamada de microscopia de for¢a quimica (CFM, do inglés Chemical Force Microscopy),
intensifica uma interagdo intermolecular especifica e suprime outras intera¢des interferentes,
analisando seletivamente a superficie de grupos funcionais de interesse em micro ou
nanoescala, apresentando limite de detec¢do baixo, em nivel molecular®.

O ponto negativo em relagdo a essa técnica, estd na necessidade de se conhecer
detalhadamente o sistema de interesse, uma vez que se deve escolher as moléculas
apropriadas para o reconhecimento molecular, além de avaliar qual regido sera necessaria
ficar mais exposta para interagir especificamente com o analito e desta forma, escolher a
melhor forma de imobilizar ou funcionalizar essas moléculas na ponta do cantiléver. A grande
vantagem de se ter uma andlise em escala nanométrica também cria dificuldades no controle
da técnica.

Com isso, diversos experimentos precisam ser desenvolvidos para alcangar as
condi¢des ideais, o que tem sido uma motiva¢do para o uso de técnicas de modelagem
molecular para predizer as caracteristicas do sistema especifico, uma vez que, podem elucidar

os principios subjacentes das intera¢des em varios niveis de detalhe.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais
A finalidade do estudo é oferecer um aporte tedrico suficiente, a nivel atdmico, para
uma possivel aplicacio no desenvolvimento de um nanobiossensor para a detec¢do do

herbicida glifosato, utilizando um microscopio de forca atomica (AFM).

2.1.1 Objetivos Especificos

» Emular um sistema inibidor-enzima, mais especificamente, herbicida glifosato (GPJ) e a
enzima 5-Enolpiruvil-Shikimato-3-Fosfato Sintase (EPSPs) via modelagem molecular.

» Analisar a conformacdo estrutural em solugdo aquosa e consequentemente a estabilidade
da enzima, além da distribuicdo de cargas na superficie da EPSPs.

» Parametrizar os parametros dos substratos para a adicdo ao campo de forca utilizado nas
simulacdes de dinamica molecular.

» Com o propo6sito de emular o experimento de deteccao do herbicida por microscopia de
forca atomica, simulacoes de dindmica molecular direcional (SMD) serdo realizadas para
identificar e quantificar as interacGes entre o GPJ e o sitio ativo da enzima.

» Calcular o Potencial de For¢ca Média (PMF a partir das simulacdes de SMD para obtencao

da energia livre absoluta de interacdo entre o herbicida GPJ e a enzima EPSPs.
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3 Fundamentacao Teorica
3.1 Modelagem Molecular

Quimicos do século XIX estavam cientes da conectividade e da geometria basica das
moléculas e portanto, das suas formulas estruturais, mas ndo eram capazes de quantificar as
estruturas das moléculas em uma base métrica. Além de ligagcdes quimicas, estavam cientes
das interagdes de van der Waals, interagdes eletrostaticas, impedimentos estéricos, conjugagado
de Kekulé e interacdes doador-receptor. No entanto, informag¢des detalhadas da estrutura
eletronica e molecular eram desconhecidas.

O século XX trouxe dois avangos importantes. Com o desenvolvimento das técnicas
de difracdo, o arranjo dos atomos pode ser determinado com uma base métrica. Dependendo
da dimensdo da molécula, a qualidade do cristal e da precisdo do experimento, comprimentos
de ligacdo bem definidos, angulos de valéncia e torcionais, bem como contatos ndo-ligados,
puderam ser determinados. O outro desenvolvimento com consequéncias de longo alcance foi
a equacdo de Schrodinger.

Desta forma, surge a modelagem molecular como uma ferramenta que fornece uma
maneira de explorar sistematicamente os padrdes estruturais, dindmicos e termodinamicos,
testar e desenvolver hipoteses, interpretar ¢ ampliar os dados experimentais, ajudar a
compreender melhor e expandir as leis basicas que governam a flexibilidade, a fun¢do e a
estrutura molecular. Por conseguinte, se for possivel desenvolver algoritmos que sejam
capazes de calcular uma estrutura com uma determinada estequiometria e conectividade, ¢
possivel desenvolver algoritmos para o calculo das propriedades moleculares baseados na
estrutura calculada e vice-versa. Porém, antes que qualquer estudo computacional sobre as
propriedades moleculares possa ser realizado, um modelo molecular precisa ser
estabelecido®®.

As duas aproximacgdes que t€m sido usadas predominantemente em estudos de
modelagem molecular sdo a aproximag¢do clédssica, que inclui os métodos da mecanica
molecular e da dindmica molecular, e a aproximacdo quantica, que inclui os métodos ab initio
e semi-empiricos. De modo geral, a escolha entre estas aproximagdes depende das
propriedades que se deseja avaliar, da precisdo desejada e da capacidade computacional
disponivel para a realiza¢do dos calculos®'.

Os postulados fundamentais da mecénica quantica afirmam que os sistemas
microscopicos sdo descritos por fungdes de onda que caracterizam completamente todas as
propriedades fisicas do sistema. Em particular, existem operadores mecanico-quanticos

correspondentes para cada observagao fisica que, quando aplicados a fun¢éo de onda, permite
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prever a probabilidade de um sistema exibir um valor ou intervalo de valores (escalar,

vetorial, etc) para aquela observagio®

3.2 Mecanica Quantica

A mecanica quantica descreve as moléculas em termos de interagdes entre o nucleo e
os elétrons, e a geometria molecular em termos de arranjos de minimos de energia dos
ntcleos. Todos os métodos mecanico-quanticos fundamentalmente remontam da equacdo de
Schrodinger, na qual para o caso especial do d&tomo de hidrogénio (particula tnica em trés

dimensdes) pode ser resolvido de maneira exata (equagéo 1),
1 Z
-2V-Z[un=Eu) m

onde, a quantidade entre chaves representa a energia potencial e cinética de um elétron a uma
distancia » do nucleo de carga Z (1 para o hidrogénio). E ¢ a energia eletronica em unidades
atomicas e ¥, uma funcdo das coordenadas dos elétrons 7, ¢ uma fun¢do de onda descrevendo
o movimento do elétron.

A equacdo de Schrodinger generalizada para sistemas complexos € representada
abaixo:

H¥Y=E¥ )

Aqui ¥, ¢ uma funcdo de onda para véarios elétrons e H ¢ chamado operador

Hamiltoniano, na qual as unidades atdmicas sdo dadas por:

eletrons nucleo 1 elétrons nucleo elétrons nucleo
_ 2 2
———Z V——Z—M Vi- ZZ ZZ—+ZZ (3)
A i<j 1‘ A<B

onde Z ¢ a carga nuclear, M, é a razdo entre a massa do nticleo 4 e a massa do elétron, R € a
distancia entre o nucleo 4 e o ntcleo B, r; € a distancia entre os elétrons i e j e 74 € a distancia
entre o elétron i e o nucleo 4.

A equagdo de Schrodinger para sistemas complexos ndo pode ser resolvida exatamente
(ou, pelo menos, ainda ndo foi resolvida), mesmo para um sistema simples de dois elétrons,
tais como o hélio ou a molécula de hidrogénio.

Os problemas encontrados para resolver a equacdo de Schrodinger para sistemas
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complexos resultaram no desenvolvimento de varias aproximagdes para fornecer métodos
praticos. Uma maneira de simplificar a equag@o para sistemas moleculares é assumir que o
ntcleo se move muito lentamente quando comparado com a velocidade na qual os elétrons se
movem (velocidade da luz). Esta é chamada aproximacdo de Born-Oppenheimer e conduz a

equacdo “eletronica” de Schrédinger.

rrel yprel el yprel
H'@'="wp 4)
elétrons elétrons niicleo 7 elétrons
A

A== Y Vi- X DI (3)

i A riA rlj

O termo na equagdo (3) descrevendo a energia cinética ndo aparece na equagio (5) (o
termo € igual a zero), e o termo de Coulomb referente ao nucleo-nicleo na equagéo (3) é uma
constante. Este ultimo, precisa ser adicionado a energia eletrdnica, £, para se obter a energia

total, £, do sistema.

niicleo

E=E“+) > —Zé‘ZB (6)
AB

A<B

A equagdo eletronica de Schrodinger ainda € intratavel e outras aproximacdes sdo
necessarias. O mais 6bvio € insistir que os elétrons se movem independentemente uns dos
outros. Na pratica, os elétrons individuais estdo confinados a fungdes denominadas orbitais
moleculares, cada uma das quais é determinada assumindo que o elétron estd em movimento
dentro de um campo médio (v ) resultante da presen¢a dos demais elétrons, ou seja, cada
movimento do elétron pode ser descrito por uma simples func¢éo (orbital molecular) que nio
depende explicitamente do movimento instantaneo dos outros elétrons.

Essa ¢ a proposta do método de Hartree-Fock, uma metodologia aproximada para a
determinagdo de fun¢des de onda e energia no estado fundamental de sistemas quanticos de
muitos corpos. A fun¢do de onda eletronica antissimétrica ¢ dada por um determinante de
Slater, que é a fun¢do de onda antissimétrica mais simples que pode ser usada para descrever

o estado fundamental de sistemas de N elétrons. A func¢do de onda total € escrita como
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Xl(xl) Xz(x1) XN(Xl)

) Xl(x2) Xz(xz) XN(XZ)
w=ﬁ (7

Xl(.XN) XZ(.XN) S XN(.XN)

Aqui, y; s@o funcgdes das coordenadas espaciais e spin de um unico elétron, chamadas
spin-orbitais moleculares. Admitindo que os y's sdo ortonormais, o fator //VN/ é uma
constante de normalizagdo para .

Trés importantes propriedades para um sistema composto de N elétrons sdo reunidas
nesta fun¢do, sendo todas provenientes das propriedades dos determinantes. Trocando-se os

elétrons da primeira e da segunda coluna, obtém-se:

Xz(x1) X1(X1) XN(Xl)

) X2(X2) X1(X2) XN(XZ)
v ®

XZ(.XN) Xl(.XN) N 6 (.XN)

Este determinante ¢ igual ao original, porém com sinal oposto, ou seja, verifica-se que

a fun¢fo € antissimétrica para a troca de duas particulas:

Y(1,2) = —y(2,1) 9)

Escrevendo igualmente a primeira e a segunda coluna por exemplo, o determinante
serd igual a zero, portanto, ndo mais do que um elétron pode ocupar um orbital spin, impondo
assim algebricamente o Principio da Exclusdo de Pauli.

Os elétrons sdo indistinguiveis e desta forma, o determinante garante que todos
possam ocupar todos os orbitais com a mesma probabilidade.

O conjunto de orbitais que levam a menor energia sdo obtidos por um processo
referido como campo autoconsistente (método SCF, do inglés, Self-Consistent-Field), que ¢
capaz de obter solugdes para as fun¢des de onda do sistema a partir de uma fungéo tentativa.

Essa funcdo tentativa € obtida a partir de uma estimativa inicial da funcdo de onda, a qual é

35



aperfeicoada até convergir. A ideia basica do método SCF ¢é simples, através de um “chute”
inicial dos orbitais de spin, pode-se calcular o campo médio experimentado por cada elétron, e
em seguida, resolve-se a equagdo de Hartree-Fock para um novo conjunto de orbitais de spin.
Usando estes novos orbitais de spin, tem-se um novo campo. Repete-se este procedimento até
a autoconsisténcia ser alcangada. O arquétipo do método SCF € o método de Hartree-Fock. A

equacdo de Hartree-Fock (HF) € uma equagéo de autovalor da forma:

fi)x(xi) = ex(x) (10)
em que f(i) pode ser escrito,
fli) =—1vi-3 2o (an

onde /(i) ¢ o operador de Fock de um elétron efetivo, x;sdo as coordenadas spin e espacial do
elétron i, y; é o orbital spin e v é o potencial médio experimentado pelo elétron i devido a
presenca dos outros elétrons. A natureza do potencial médio v depende da metodologia SCF.

O método de Hartree-Fock, em resumo, representa cada elétron por uma fungdo de
onda que possui dependéncia apenas nas coordenadas daquele elétron. A probabilidade de se
encontrar um elétron em um dado ponto nas vizinhangas de um nudcleo ¢ determinada apenas
pela posicdo em relagdo ao nucleo, mas ndo em relagdo aos outros elétrons. Ha interacdo de
um determinado elétron apenas com o campo médio dos outros elétrons, mas ndo ha
dependéncia mutua nas equag¢des SCF, e ndo se considera as interacdes instantdneas entre
esses elétrons, ou seja, os movimentos ndo estdo correlacionados. O método de Hartree-Fock
¢ 0 ponto de partida para todos os outros métodos quanticos ab initio™ *.

Os métodos ab initio tentam derivar informagdes pela resolugdo da equagdo de
Schrodinger sem ajustar pardmetros pelos dados experimentais. Existem muitos métodos
diferentes de aproximacdo para resolver a equacdo de Schrodinger, e normalmente o
escolhido para determinado problema se da pela comparacdo entre o seu desempenho e dados
experimentais conhecidos. Desta forma, os dados experimentais orientam a sele¢do do modelo
computacional mais propriamente do que participam diretamente do procedimento
computacional.

Uma das aproximag¢des inerentes a essencialmente todos os métodos ab initio ¢ a

introdugdo de um conjunto de bases, que ¢ um conjunto de fun¢des matematicas a partir do
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6266 ou seja, € o conjunto de fungdes usados para descrever

qual a func¢do de onda ¢ construida
a forma dos orbitais em um atomo. Orbitais moleculares e fungdes de onda sdo criados por
combinagdes lineares das funcdes de base e fungdes angulares. O tipo de calculo executado e
o conjunto de bases escolhido sdo os dois fatores mais determinantes na precisdo dos
resultados®’.

A equagdo de Schrodinger é uma equagdo diferencial e sua resolugdo envolve a
avaliagdo de um grande nuimero de integrais. No caso de célculos com métodos ab initio, o
numero de integrais cresce aproximadamente com a quarta poténcia do nimero de fungdes de
base, chegando a alguns milhdes mesmo para moléculas pequenas. Nos métodos quanticos
semi-empiricos, a negligéncia de um grande numero dessas integrais foi a solugdo adotada
para economizar tempo de méaquina e também reduzir a quantidade de memoria necesséria
nos calculos®'. Tais métodos sdo denominados semi-empiricos porque parte de sua estrutura (o
esqueleto formal) tem algum grau de fundamentacdo na teoria ab initio, e outra parte ¢
empiricamente determinada. Na parametrizacdo pode-se dispensar os dados experimentais de
referéncia, empregando em vez disso, o resultado de calculos ab initio de alto nivel, e ainda
assim chamar a metodologia produzida de semi-empirica, pois a otimizag¢do de parametros
numéricos e a escolha de fungdes-tentativa ndo deixam de ser empirismos. As deficiéncias
encontradas nos métodos semi-empiricos tém sua origem nas aproximacdes incorporadas em
seu formalismo, assim como nas limita¢cdes inerentes ao problema da otimizagdo de
parametros. Também tem ocorrido a incorporacdo de erros em métodos semi-empiricos por
meio do uso de informagdes experimentais incorretas®.

Os métodos semi-empiricos sdo parametrizados para reproduzir varios resultados. Na
maioria das vezes, geometria e energia (normalmente o calor de formagéo) sdo utilizados. Se
inclui também, momentos de dipolo, calores de reacdo e potencial de ionizagdo no conjunto
de parametrizacdo. Alguns métodos tém sido parametrizados para reproduzir uma propriedade
especifica, tais como, espectro eletronico ou desvios quimicos em ressondncia magnética
nuclear. Célculos semi-empiricos podem calcular outras propriedades diferentes daquelas no
conjunto de parametrizagdo®. Dentre os métodos semi-empiricos mais utilizados estdo o
MNDO (do inglés, Modified Neglect of Diatomic Overlap), AM1(do inglés, Austin Model 1),
e PM3 (do inglés, Parametric Method 3), dentre outros. A maioria dos métodos semi-
empiricos utilizam um conjunto de bases pré-definido.

Neste trabalho, utiliza-se principalmente métodos da mecanica cléssica e assim, a

mecanica molecular sera discutida mais detalhadamente a seguir.
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3.3 Mecanica Molecular (MM)

O termo Mecanica Molecular foi criado na década de 70 para descrever a aplicagdo da
mecanica classica na determinagdo de estruturas moleculares em equilibrio. A MM esta
baseada na aproximac¢do de Born-Oppenheimer, caracterizada por considerar os movimentos
nucleares e por tratar os elétrons indiretamente, diferindo dos métodos quanticos de orbitais
moleculares, caracterizados por estudar a estrutura eletronica, para uma posi¢do nuclear fixa.
Na MM ¢ suposto que a densidade eletronica pode ajustar-se instantaneamente a qualquer
alteracdo na configuracdo geométrica dos nucleos, assumindo que os nucleos possuem
movimento livre e que todas as interagdes nucleares sdo aditivas.

A superficie de Born-Oppenheimer, conhecida na Mecanica Molecular como
superficie de energia potencial, ¢ multidimensional e descreve a energia de uma molécula em
termos das posi¢des nucleares. Esta superficie possui minimos locais em relagdo a uma ou
algumas conformagdes moleculares estaveis e, em uma primeira aproximacdo, a molécula é
descrita pela estrutura correspondente ao minimo global da superficie potencial.

Na MM as moléculas s@o tratadas como uma colecdo de atomos ligados que pode ser
descrita por for¢as newtonianas, ou seja, sdo tratadas como uma colecdo de particulas
mantidas unidas por for¢as harmonicas ou elasticas. Estas forcas s@o descritas pelas fungdes
de energia potencial das contribui¢des estruturais, como os comprimentos de ligacdo (U,),
angulos de ligacdo (Us), angulos diedros (U,), interagdes ndo-ligadas como o potencial de
Lennard-Jones ou van der Waals (U,) e o potencial de Coulomb (U.). O campo de forca
representa a energia potencial molecular em relagdo a uma geometria de referéncia, em um

determinado sistema de coordenadas (equagdo 12):

U= U(r)+2, U(0)+>, Ulg)+D U(d)+D Ulc) (12)

O pressuposto fundamental do método da mecéanica molecular € a transferibilidade dos
parametros. Em outras palavras, a energia associada a um movimento molecular particular,
por exemplo, o estiramento de uma ligagdo simples carbono-carbono, sera a mesma de uma
molécula para outra. Isso gera um calculo muito simples que pode ser aplicado em sistemas
moleculares muito grandes®”**°. A descrigdo dos termos da equagdo 12 serdo detalhados a

seguir.
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3.3.1 Potencial de ligacao
O potencial harmdnico para o estiramento da ligacdo entre dois atomos, A e B,
utilizando a lei de Hooke, contribui para a energia potencial total da molécula através da

seguinte equagao:
U(rAB):%kAB(RAB_RAB,eq)Z (13)

onde, o parametro k4 representa a constante de for¢a, R4z o comprimento de ligagdo
instantaneo e R4z, 0 comprimento de ligagdo em equilibrio, sendo ks € Rus., pardmetros do

campo de forga®.

3.3.2 Potencial angular

U(B.5c) é o potencial harmonico que descreve a deformagdo angular entre trés atomos
A, B e C, onde existe uma ligacdo entre A e B e entre B e C. A aproximag@o harmdnica se da
normalmente através da série de Taylor expandida até a segunda ordem sobre o angulo de

ligagdo,
U(BABC):LzkABc(GABC_GABc,s.»q)2 (14)

onde k4sc € a constante de forga, f45c 0 angulo de ligacdo instantdneo e G4pc, 0 dngulo de

ligacdo em equilibrio®.

3.3.3 Potencial torsional

O potencial torsional ou diedral descreve parte da mudanga de energia associada com
a tor¢do em torno da ligacdo B-C, em uma sequéncia de quatro atomos, A-B-C-D, onde A-B,
B-C e C-D estdo ligados. Tomando a ligagdo B-C, o angulo torsional (¢) € definido como o

angulo formado pela ligagdo A-B e C-D como mostrado na Figura 15.
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Figura 15 - Angulo diedro.

Fonte:*

Por interpretagdo, o angulo torsional ¢ periddico. Uma convengdo oObvia é usar
somente angulo positivo, no caso o periodo de tor¢do varia de 0 a 360°. No entanto, a energia
minima de muitas tor¢des tem um arranjo antiperiplanar, isto é, ¢ = m. Assim, a convengdo
-180° < ¢ < 180° ¢ consideravelmente utilizada. Os diedros podem ser classificados em
diedros proprios, onde se pode esperar uma rotacdo completa sobre a ligacdo B-C, e os
diedros impréprios, onde essa rotacdo ¢ limitada e portanto, sdo responsaveis por manter os
grupos planares ou para evitar que as moléculas se sobreponham sobre suas imagens
especulares. Por exemplo, se a ligacdo C-D fosse um fragmento C-H de um grupo metil,
poderia se esperar uma rotacdo completa sobre a ligacdo B-C e uma simetria tripla na
expressdo de energia potencial. Por outro lado, uma unido -CH-CH- no anel benzénico deve
apresentar apenas uma flexao angular moderada em seu valor planar (dngulo zero).

O potencial diedral ou torsional é normalmente definido por:

U(p)="4%(1-cos(n(p—0.,))) (15)
onde Uy(p) é o potencial torsional inicial, » ¢ o parametro de periodicidade, ¢ ¢., € 0 angulo
torsional no equilibrio.

Os diedros improprios também podem ser tratados da mesma forma que as

deformacdes angulares, onde a contribui¢do para a energia potencial molecular é dada por:

U(QDABCD):_; kABCD(q)ABCD_(pABCD,eq)Z (16)
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em que @ é o angulo diedro®%,

3.3.4 Potencial de Lennard-Jones
As interagdes de van der Waals entre pares de atomos ndo-ligados covalentemente (i,

j) sdo descritas pelo potencial de Lennard-Jones,

12 6

U,,=4e () —(%L') (17)

-8

onde, ¢; é a profundidade do potencial entre a barreira repulsiva e atrativa, e g; é a distancia
finita na qual o potencial inter-particula ¢ zero. Ambos s3o pardmetros ajustados
experimentalmente ou por calculos tedricos.

O potencial de Lennard-Jones é muito usado em campos de forca cujo o alvo sdo
sistemas moleculares muito grandes, como em biomoléculas. Em campos de forca
direcionados a sistemas de pequeno a médio porte, formas funcionais ligeiramente mais

complicadas tendem a ser usadas®’".

3.3.5 Potencial de Coulomb

A outra parte da interagdo ndo-ligada ¢ devido a redistribui¢do interna dos elétrons,
criando partes positivas e negativas na molécula. Numa aproximacdo, isto pode ser modelado
por cargas parciais para cada atomo. Alternativamente, pode-se atribuir um momento dipolar
de ligacdo, sendo que estas duas descrigoes ddo resultados similares (ndo idénticos). A

interagdo entre cargas pontuais € dada pelo potencial de Coulomb,

U(C): q;4;
dmeger;

(18)
onde, r; € a distancia entre os 4tomos i € j, ¢; € ¢; sdo suas cargas parciais, € a permissividade
no vacuo e ¢ a constante dielétrica do meio. As cargas atdmicas podem ser obtidas através de
dados empiricos (cristalografia de raios-X, ressondncia magnética nuclear, etc), mas sdo mais

comumente ajustados ao potencial eletrostatico através de célculos mecanico-quanticos®.

3.4 Ensemble Estatistico e Tratamento dos Sistemas Simulados

Uma grande variedade de propriedades termodindmicas pode ser calculada das
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simulagdes computacionais, em que uma comparacdo de valores experimentais e calculados
para tais propriedades ¢ uma importante forma na qual a precisdo da simulagdo e o modelo de
energia subjacente possa ser quantificado. Simulagdes podem também fornecer informagdes
estruturais sobre as mudancas conformacionais nas moléculas e as distribui¢des das mesmas
no sistema.

A maioria dos experimentos sdo realizados em amostras macroscopicas, contendo
aproximadamente 10* particulas. Célculos, por outro lado, s3o realizados com relativamente
poucas particulas, tipicamente 1-10° até a 10° em casos especiais. O resultado macroscopico
de uma medida experimental pode ser relacionado com as propriedades do sistema
microscopico. A temperatura por exemplo, esta relacionada com a energia cinética média das

particulas:

(Eg,)=3 R (19)

A conexd@o entre as propriedades de um sistema microscdpico e uma amostra
macroscopica € fornecida pela mecanica estatistica.

O estado de um sistema classico pode ser completamente descrito especificando as
posicdes e os momentos de todas as particulas. Sendo o espago tridimensional, cada particula
tem associada a si, seis coordenadas — um sistema com N particulas € entdo caracterizado por
6N coordenadas (trés coordenadas por atomo e trés componentes do momento). O espaco
dimensional 6N definido por essas coordenadas e momentos é chamado espago de fase (7) do

sistema. Em qualquer instante no tempo, o sistema ocupa um ponto no espago de fase.

X :(Xl’ yl:Zl’px,l’py,l’ pz,l’x2: .Y2:Zz’ px,2: Py,z: pz,Z:"') (20)

Para cada notacéo, as coordenadas de posi¢do e de momento sdo definidas como,

q:(xlx}’lyszz,YZ,ZZ,---) (21)
p:(px,lpy,bpz,lJpx,Z’py,Z’pz,Z"") (22)

permitindo escrever um ponto do espago de fase (reordenado) como:

X=(q,p) (23)
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Portanto, um microestado fica definido pelos valores instantaneos das 3N coordenadas
generalizadas ¢; e os 3N momentos generalizados p; e a maneira pela qual o sistema se move

através do espaco de fase € governado pelas equagdes Hamiltonianas,

dg,_0H(p,q)
dt 0 p;
(24)
dpi__0H(p.,q)
dt 0q;
onde i = I, ..., 3N, H(p,q) ¢ o Hamiltoniano do sistema e (p,g) representa um ponto ou vetor

no espaco de fase com 6N componentes. Considerando um sistema classico de N particulas,
isolado, H ndo depende explicitamente do tempo, o sistema € conservativo e H ¢ uma

constante do movimento que corresponde a energia mecanica:

H(q,p)=E (25)

A identidade anterior define uma superficie de energia no espaco de fase. A evolucdo
do sistema conservativo € descrita por uma trajetoria ou curva no espago de fase sobre a
superficie de energia. Como na Mecanica Classica, cada condicdo inicial (ps,qo) determina de
forma univoca a evolugdo do sistema, trajetorias no espago de fase nunca se cruzam.

Para uma dada energia £ do sistema, existe um conjunto infinito de microestados.
Definimos a fungéo p(p,q,t) como sendo a densidade de probabilidade de encontrar o sistema
em um elemento de volume dpdg no espago de fase ao tempo 7. O conjunto de pontos (p,q)
cuja probabilidade ao tempo 7 € p(p,q,t)dpdg formam um ensemble estatistico. Cada ponto
representa uma copia exata do sistema em um microestado diferente.

Alguns parametros macroscopicos podem ser mantidos constantes em conjunto,
durante a simula¢do, como NpT, PVT, NVE ou puVT, onde N é o niimero de particulas no
sistema, p a pressdo, J o volume, 7 a temperatura, E é a energia total e y é o potencial
quimico da substancia. Os ensembles sdo caracterizados por estes conjuntos de parametros e
consequentemente definem uma equacao de estado para o sistema, permitindo que diferentes
funcoes termodindmicas possam ser mais convenientemente calculadas em um ou outro
ensemble.

Como o espago de fase abrange qualquer estado possivel de um sistema, o valor médio

de uma propriedade A4 no equilibrio (isto ¢, o seu valor esperado) para um sistema com
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temperatura, volume e o numero de particulas constantes (NVT), por exemplo, pode ser

escrito como uma integral sobre o espago de fase,

(A)=[[ Alq,p)P(q,p)dadp (26)

onde, P ¢ a probabilidade de um ponto de fase particular. A partir da mecénica estatistica,

sabe-se que esta probabilidade depende da energia associada ao ponto de fase de acordo com
P(q,p)ZQ_l e—E(q,P)/kBT (27)

onde E ¢ a energia total (a soma da energia cinética e potencial em fungdo de p e ¢,
respectivamente), ks € a constante de Boltzmann, 7" é a temperatura e Q ¢ a fungo de parti¢do

do sistema

Q= [ e """ dqdp (28)
a qual pode ser considerada como a constante de normalizacgéo de P.

Assumindo um sistema inicial em um ponto de fase “razoavel” (ou seja, de baixa
energia), sua evolugdo na conservagdo de energia ao longo do tempo (sua trajetdria) parece
provavel para regides relevantes da amostra no espago de fase. Nesse caso, uma maneira
razoavel para computar a média de uma determinada propriedade, envolve, em simplesmente

calcular o valor da propriedade periodicamente em tempos #; € assumindo,

(A)=

Al 29)

onde, M ¢ o numero de vezes que a propriedade ¢ amostrada. No limite da amostragem,

continuamente e seguindo o trajeto indefinidamente, essa equagéo se torna:

to+t

(A)=lim 2 [ A(t)d< (30)

t>0 t

A hipétese ergddica” assume a equagdo (30) como valida e independente da escolha de

* A dindmica molecular se baseia na hipétese ergodica, que pressupde que média obtida para um pequeno numero de particulas durante um

longo periodo de tempo é equivalente a média sobre um grande nimero de particulas sobre um curto intervalo de tempo.
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to. Para um gas no modelo de esfera rigida provou-se que a equagdo (26) e (30) sdo de fato,
equivalentes. Tal prova ndo estd disponivel para sistemas mais realisticos, mas um grande
numero de evidéncias empiricas sugere que a hipdtese ergddica € valida na maioria das
simulagdes moleculares.

Para uma molécula unica na aproximac¢do do oscilador harmoénico e rotor rigido, os
estados de energia (quantico) sdo suficientemente regulares para permitir uma construgdo
explicita da funcdo de particdo. Para uma colecdo de muitas particulas interagindo (fase
condensada), os estados energéticos relevantes sdo os que descrevem as vibragdes, translagdes
e rotagdes das moléculas em relagdo uma as outras. Para tais sistemas, os niveis de energia
ndo sdo somente numerosos, mas também espag¢ados de modo irregular, o que impossibilita
deriva-los diretamente a partir das quantidades moleculares. Por conseguinte, ndo € possivel
construir a fungo de parti¢do explicitamente. E, no entanto, possivel estimar derivadas de O e
diferengas em Q através de uma amostra representativa do sistema. As fases condensadas
podem ser modeladas por condi¢des periodicas de contorno e configuragdes geradas pelas
técnicas de Dindmica Molecular € Monte Carlo®®7*7, Uma vez que o trabalho utilizou o

procedimento de Dindmica Molecular, o mesmo sera descrito mais detalhadamente a seguir.

3.5 Dinamica Molecular

As simula¢des por Dindmica Molecular (MD, do inglé€s, Molecular Dynamics),
estudam sistemas atdomico-moleculares, em que os efeitos da temperatura ndo podem ser
desprezados. Estdo inclusos neste grupo, os sistemas quimicos, fisicos e biologicos
constituidos por um grande conjunto de atomos e moléculas (~10% particulas), onde as
propriedades sdo governadas por processos que envolvem energias da ordem de k37, em que
ks é a constante de Boltzmann e 7 ¢ a temperatura em Kelvin. A escala de energia envolvida
nos processos e nas propriedades de interesse, numa faixa ao redor da temperatura ambiente,
aproximadamente entre 100 a 800K, é aquela tipica das interagdes entre atomos, ions e
moléculas e das conformagdes de moléculas poliatdmicas.

Por serem intrinsecamente termodindmicos, a compreensdo desses sistemas a nivel
atdmico-molecular requer uma abordagem baseada na mecénica estatistica, como citado
anteriormente”.

Uma simula¢do de dindmica molecular requer um conjunto de coordenadas e
velocidades iniciais, e um potencial de interacdo (funcio de energia). Para um intervalo de
tempo curto, a interacdo pode ser considerada constante, permitindo que um conjunto

atualizado de posigdes e velocidades possa ser estimado, no qual o ponto da nova interagéo
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pode ser calculado. Tomando um numero (grande) de intervalos de tempo (pequenos), o
comportamento temporal do sistema pode ser obtido. Um intervalo de tempo tipico de
aproximadamente 10" segundos e uma simula¢do envolvendo 10° etapas, cobre “apenas”
~107 segundos. Isto ¢ substancialmente menor do que muitos fendmenos importantes, € uma
vez que, o espago de fase ¢ enorme e o intervalo de tempo fundamental é pequeno, a
simulacdo explorard somente a regido préxima a configuragdo inicial, e desta forma, varias
simulagdes diferentes, com condi¢gdes iniciais diferentes s@o necessarias para estimar a
estabilidade dos resultados.

Os nucleos sdo pesados o suficiente para que, em uma boa aproximagdo, se
comportem como particulas cldssicas e a dinamica possa, desta forma, ser simulada

resolvendo-se numericamente a equagdo de movimento de Newton,

Fi(t):miai (BD

que na forma diferencial pode ser escrita como,

d’x, _F,(t)
& m (32)
em que,
_ —0V(x;)
Fi(t)_—axi (33)

onde F(?) € a for¢a que atua sobre cada particula do sistema em um instante de tempo ¢, € a; €
a acelerag@o do atomo i de massa m;. Uma vez definido o campo de forga, ¢ possivel calcular
as forgas que atuam sobre cada atomo, calculando-se a derivada primeira da energia potencial
V(x,), obtida do campo de forca escolhido, em relagdo as posi¢des x; desses dtomos (equagdo
33). Esta equagdo gera diretamente a acelerag@o da particula. A partir desta, integrando-se as
equacdes de movimento, pode-se obter as velocidades, cuja integral, por sua vez, proporciona
a mudanga de posi¢do do atomo. Com as novas posi¢des e velocidades de cada particula,
obtém-se as energias potencial e cinética do sistema. Aplicando-se sucessivamente esse
procedimento, obtém-se a trajetoria, ou seja, o conjunto de posi¢des e velocidades de cada

particula ao longo do tempo, a partir da qual serfio obtidas as propriedades macroscépicas do
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sistema®®’!.

No caso geral, a equagdo de movimento de cada particula contém termos que
dependem da posi¢do e/ou velocidade de todas as outras particulas, de modo que a resolucéo
analitica ndo ¢ uma op¢do, e as equacdes de movimento sdo, ao invés disso, integradas
numericamente no tempo. Esta € a primeira dentre muitas aproximagdes que devem ser feitas
para que o método se torne capaz de tratar sistemas cujo tamanho e complexidade os

aproxime daqueles estudados por quimicos e bidlogos”.

3.6 Métodos de integracao da equacao de movimento

O método aplicado para integrar as equacdes de movimento €, naturalmente, uma
aproximacdo. O parametro crucial é o tamanho do passo temporal, que influencia a ordem de
grandeza do tempo de evolucdo do sistema que pode ser simulado no mesmo tempo de CPU
(do inglés, Central Processing Unit), a ordem de grandeza do erro acumulado em cada passo,
e os tipos de movimentos moleculares que podem ser investigados. Mais sutilmente, o método
de integracdo pode influenciar a evolucdo do sistema resultando em um vi€s na exploracéo do
espaco conformacional.

A integragdo das equacgdes de movimento é realizada através de algoritmos baseados
nos métodos das diferencgas finitas, nos quais a integrag¢do € dividida em pequenos intervalos
de tempo (passos de integragdo), Af, permitindo simular os movimentos de maior frequéncia
do sistema.

Dado um conjunto de particulas com posi¢des r;, as posi¢cdes de um pequeno intervalo

de tempo At posterior, sdo dados pela expansdo de Taylor,

__.or 102 10%r
ri”_r"+E(At)-'-EW(At)Z-FEW(At)St"

) ) (34)
ri+1:ri+vi(At)+Eai(At)2+€bl.(At)3+...

As velocidades v;, sdo as primeiras derivadas das posi¢des em relagdo ao tempo (dr/dt)

no tempo #, as aceleragdes a;, sdo as segundas derivadas (d’r/df) no tempo 1, as

hiperaceleragdes b, s@o as terceiras derivadas, etc. As posi¢cdes de pequenos intervalos de

tempo At anteriores sdo derivadas da equagdo (34) substituindo Az por -At.

r._lzrl.—vl.(At)+%ai(At)2—%bi(At)3+m (35)

1
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A adig@o das equagdes (34) e (35) gera um modelo para predizer a posi¢do (7;-;) em
um intervalo de tempo Af posterior a partir das posi¢des atuais e anteriores (7; e r.;) € da
aceleragdo imediata ;. Esta ultima pode ser calculada a partir da forga, e portanto,
equivalentemente do potencial.

P =(2r—ri ) +a,(At)2+...
T w 66)

m;,  m,dr,

1

i

t’® para resolver numericamente a equac¢do de Newton, em

Este € o algoritmo de Verle
que o termo envolvendo a mudanca na aceleragdo (b;) desaparece, ou seja, a equacdo € correta
para a terceira ordem em Af. No ponto inicial, as posi¢des anteriores ndo estdo disponiveis,

mas podem ser estimadas a partir de uma aproximacéao de primeira ordem da equacdo (34).
ri_,=ro—v,At 37)

A cada intervalo de tempo, a aceleragdo deve ser avaliada, equagdo (36), na qual entdo
permite que as posigdes atdmicas sejam propagadas no tempo e assim gerando a trajetoria.

O algoritmo de Verlet tem a desvantagem numérica que as novas posi¢des sdo obtidas
adicionando um termo proporcional a At* para uma diferenca nas posigdes (2r; —r..;). Uma vez
que, (A7) ¢ um nimero pequeno e (2r; — r;.;) € uma diferenca entre dois nimeros grandes, isto
pode conduzir a erros de truncagem devido a precisdo finita. Além disso, o algoritmo de
Verlet tem a desvantagem de que as velocidades ndo aparecem explicitamente, na qual ¢ um
problema em conexdo com ensembles gerados com temperatura constante.

O aspecto numérico e a falta das velocidades explicitas no algoritmo de Verlet pode
ser remediado pelo algoritmo leap-frog”’. Desenvolvendo expansdes analogas as equagdes

(34) e (35) com a metade de um intervalo de tempo seguido por subtracio gera,

Fa=r+v At (38)

i+=
2

A velocidade é obtida pela expansdo analoga para dar a equacdo (39).

v =V aqAt (39)

i+=
2 2
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As equagdes (38) e (39) definem o algoritmo de leap-frog, e se observa que as
atualizagGes das posicdes e velocidades estdo fora de fase pela metade do intervalo de tempo,
ou seja, as velocidades s3o atualizadas em tempos intermedidrios aqueles em que sdo
atualizadas as posi¢des. Em termos de precisdo tedrica ele ¢ também de terceira ordem, como
o algoritmo de Verlet, mas a precisdo numérica ¢ melhor. Além disso, a velocidade aparece
diretamente, o que facilita um acoplamento com um banho térmico externo. A desvantagem ¢
que as posi¢des e velocidades ndo s@o conhecidas ao mesmo tempo, por eles estarem sempre
fora de fase pela metade do intervalo de tempo. A ultima anormalidade pode ser removida
pelo algoritmo de velocidade de Verlet, onde as equacdes utilizadas para propagar os atomos

sdo dadas na equagdo (40)%7"7,

rl.+1=ri+viAt+laiAt2
Ll (40)
Vi+1:Vi+E(ai+ai+1)At

O intervalo de tempo empregado é um pardmetro de controle importante para a
simulagdo. O intervalo de tempo maximo que pode ser utilizado € determinado pela
velocidade do processo mais rapido no sistema, ou seja, tipicamente uma ordem de magnitude
menor do que o processo mais rapido. Movimentos moleculares (rotagdes e vibracdes)
ocorrem caracteristicamente em frequéncias que variam entre 10'-10" s (correspondente a
comprimentos de ondas de 3-3300 cm™), ¢ intervalos de tempo da ordem de femtossegundos
(10" s) ou menos sdo necessarios para modelar tais movimentos com precisio suficiente.

Infelizmente, muitos fenomenos de interesse ocorrem em uma escala de tempo
substancialmente grande: enovelamento de proteinas e reagdes quimicas, por exemplo,
ocorrem em ordens de milissegundos ou segundos. Além disso, uma tUnica trajetoria pode ndo
ser adequada para representar a dinamica, exigindo assim, que muitas andlises devam ser
feitas com diferentes condigdes de partida (posigdes e velocidades) e que suas médias sejam
adequadamente obtidas.

Para moléculas, os processos mais rdpidos s@o os estiramentos das ligacdes,
especialmente aqueles envolvendo os hidrogénios. Estes graus de liberdade, no entanto, t€ém
relativamente pouca influéncia sobre varias propriedades. Com isso, se torna vantajoso
“congelar” todos os comprimentos de ligacdo envolvendo os atomos de hidrogénio,
permitindo se utilizar intervalos de tempo mais longos, e consequentemente tempos de

simulagdes maiores, obtidos com um mesmo custo computacional. Como todos os dtomos se
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movem individualmente de acordo com a equagdo de Newton, as restrigdes devem ser
aplicadas para manter os comprimentos de ligagdo fixos. Isto é feito normalmente pelos
algoritmos SHAKE™ (Verlet) ou RATTLE” (velocidade de Verlet), onde a distncia
constrangida é incorporada pelo método de multiplicadores indeterminados de Lagrange.
Primeiramente, ¢ permitido que os atomos se movam sobre a influéncia de forgas, e
subsequentemente sdo forcados a obedecer as restrigdes, tomando alguns passos sequenciais
através de todas as variaveis®.

A vantagem dos modelos com restri¢des € clara, porém esses modelos utilizados para
reproduzir a dinimica de sistemas sem restri¢des possui limita¢des. Van Gunsteren e Karplus®
mostraram através de simulagdes no vacuo, da proteina bovina tripsina, inibidora pancreatica,
(BPTI do inglés, bovine pancreatic trypsin inhibitor) que o uso de comprimentos de ligacdo

fixados ndo altera significativamente as propriedades dindmicas do sistema, enquanto que

fixando os angulos de ligagdo, ocorrem altera¢des significativas®.

3.7 Condicoes periddicas de contorno

Em sistemas reais macroscopicos, o nimero de particulas ¢ da ordem do niimero de
Avogadro, onde a quantidade de particulas na superficie é relativamente pequena. Em
sistemas simulados através da Dindmica Molecular, na ordem de 10*-10° particulas, o nimero
relativo de atomos e moléculas na superficie € muito grande, causando efeitos de superficie
indesejaveis. Para minimizar esse efeito utiliza-se condi¢des periddicas de contorno. Os
atomos do sistema a ser simulado sdo colocados em uma caixa, normalmente com geometria
cubica, ¢ entdo copias idénticas desta caixa sdo replicadas em todas as dire¢des do espago,
Figura 16. Durante as simulagdes, quando um 4tomo move-se na caixa original, sua imagem
perioddica, em uma das caixas imagem, move-se da mesma maneira. Se um 4tomo sai da caixa
original, sua imagem entra pela face oposta da caixa imagem, com a mesma velocidade.
Assim, o numero total de atomos na caixa central e no sistema como um todo é conservado.
Isto significa que o modelo resultante se torna quase periddico, com uma periodicidade igual

as dimensdes da caixa®®’!.
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Figura 16 - Representacdo das Condicoes Periodicas de Contorno em trés dimensoes.
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Fonte: http:/isaacs.sourceforge.net/phys/pbe.html acessado em 10/10/2015.

3.8 Tratamento das interacdes de curto e longo alcance

Para moléculas grandes, existe muito mais interagdes ndo-ligadas do que interacdes
ligadas. Desta forma, com a implementagdo das condi¢des periddicas de contorno as
interagdes ndo-ligadas se estendem além do limite da caixa englobando as interagdes com as
particulas das caixas imagem, tornando infinito os termos da soma dos potenciais, € na
pratica, portanto, se torna necessario a realiza¢do de aproximacdes. Para evitar a intera¢do da
particula com sua propria imagem ou com a mesma particula duas vezes e para o tratamento
das intera¢des de curto alcance, onde o potencial de interagdo intermolecular decai
rapidamente com o aumento da distAncia entre as particulas V~r (interagdes de van der Waals
— potencial de Lennard-Jones), emprega-se o procedimento denominado convengdo da
imagem minima. Nesse caso, ¢ empregado o truncamento do potencial em um raio de corte
esférico b, geralmente da ordem de L/2 (L é o comprimento da célula de simulagdo), Figura

17.
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Figura 17 - Representagdo do raio de corte esférico em duas dimensdes.

O

Fonte:%.

Para o tratamento das intera¢des de longo alcance (interag¢des eletrostaticas — potencial
de Coulomb), em que o potencial decai com a distincia que ¢ menor do que r* (d ¢é a
dimensionalidade do sistema), o truncamento abrupto do potencial produz efeitos que, em
muitos casos, comprometem severamente os resultados das simula¢des. Varios métodos sdo
utilizados para tratar as forgas de longo alcance, dentre eles a soma de Ewald®' e aproximagio
do campo de rea¢do™.

Na soma de Ewald, uma particula interage com todas as outras particulas na caixa de
simulag@o e com todas as suas imagens num arranjo infinito de células periddicas, sendo que

no limite, a geometria do arranjo das células € considerada esférica, Figura 18.

Figura 18 - Construcdo de um sistema de células periédicas no método de Ewald.

Fonte: .
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A contribui¢do da interagdo carga-carga para a energia potencial atribuida a todos os

pares de cargas na caixa de simulacdo central pode ser escrita como,

V:%ZZ—%% (41)

onde r; é a distdncia minima entre as cargas i € j, ¢ & € a permissividade no vacuo. Ja a
contribui¢do da interacdo carga-carga entre as cargas na caixa central e todas as imagens de

todas as particulas das seis caixas vizinhas ¢ dado por:

> Y3 #2)

ia=1 =1 j=1 4n80|rij+rcaixa|

Existe portanto, uma contribui¢do para a energia total a partir das interagdes na caixa
central somado as intera¢des entre a caixa central e todas as suas caixas imagens®’""%,

O método de Ewald ¢ largamente usado em sistemas altamente polares ou carregados.
Existem variantes do método original de Ewald como o método PME (do inglés, Particle
Mesh Ewald)® que utiliza procedimentos de interpolagdo por splines para tratar os termos no
espaco reciproco. Por ser muito eficiente em termos de precisdo e velocidade de
processamento, o método PME encontra-se implementado em varios pacotes comerciais de

simulagdo e de dominio publico’.

3.9 Modelos de solvatacao continua

Quando um soluto € imerso em um solvente, sua distribuicdo de carga interage com
aquela do solvente, portanto, em vez de representar a distribuicdo de carga do solvente
explicitamente, substitui-se por um campo elétrico continuo que representa a média estatistica
sobre todos os graus de liberdade do solvente em equilibrio térmico.

Todos os modelos de solvatacdo continua sdo baseados na equagdo de Poisson da
eletrostatica classica, para expressar o potencial eletrostatico em fun¢do da densidade de carga
e da constante dielétrica. A equacdo de Poisson é uma equacdo diferencial de segunda ordem
escrita como,

Ve(r)Vo(r)=—4mp(r) (43)

Neste caso, a constante dielétrica pode depender da posicdo. A equagdo de Poisson,
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valida para situa¢cdes em que o meio dielétrico circundante responde de forma linear a
incorporagdo de carga, ou seja, a constante dielétrica € independente da posic¢éo (isto €, de fato

uma constante), € escrita como,

V(r) =420l (44)

onde ¢ é a constante dielétrica do meio. Se a densidade de carga ¢ uma carga pontual, a
solugdo da equacdo (44) se reduz para a interacdo de Coulomb. A equacdo (43) pode ser usada
para descrever, por exemplo, a solvatacdo de uma proteina em 4dgua, onde a regido da proteina
¢ considerada como tendo uma constante dielétrica pequena (2 < ¢ < 5) enquanto que o
solvente apresenta uma constante dielétrica alta (¢ = 78).

A equacdo de Poisson pode ser modificada levando em consideracdo uma distribuicéo
de Boltzmann (térmica) de ions no solvente. Os ions negativos se acumulardo onde o
potencial € positivo, e vice-versa, sujeitos a flutuacdo térmica. As densidades de carga de uma

cole¢do de ions com cargas ¢ e -g e concentragdo ¢ sdo dadas por:
_ —q @/kT
p.=qce (45)

—qo/ kT

p-=qce

A adi¢do destas contribuicdes a equagdo (43) conduz a equagdo de Poisson-

Boltzmann,

k,T
Ve(r)Vo(r)—e(r)i(r)x’ —L—sinh q9(r) =—4mp(r)
q ky,T
(46)
Kz:8nq21
ek, T

onde / ¢ uma fun¢do de troca simples na qual ¢ zero em regides inacessiveis ao eletrolito e
hum caso contrério, x’ ¢ o parAmetro de Debye-Hiickel sendo 7 a forga idnica da solugdo
eletrélito. O termo sinh[qe(r)/KsT] ¢ aplicado somente para regido correspondente ao
solvente, ou seja, para r fora da cavidade. Uma vez que g@/kT ¢ adimensional, a equagdo

anterior é, muitas vezes escrita em termos de um potencial reduzido u,

Ve(r)Vo(r)—e(r)n(r)x’sinh(u(r))=—4mnp(r) (47)
Se o potencial € suficientemente pequeno (isto é, o soluto ndo é fortemente carregado),

a fungdo sinh(x) pode ser expandida em uma série de Taylor, sinh(x) = x + x/6 + ...
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Mantendo somente o primeiro termo, tem-se a equagdo de Poisson-Boltzmann linearizada,

Ve(r)Vo(r)—e(r)Ar)k*u(r)=—4mp(r) (48)

Todas essas equagdes (43) a (48) sdo equagdes diferenciais que devem ser resolvidas
numericamente, e os resultados ddo informacdes sobre o potencial eletrostatico em qualquer
ponto do espago. O potencial pode ser mapeado sobre a superficie do soluto onde pode sugerir
regides para intera¢do com outras moléculas polares®®,

Um método de solvatagdo continua bastante utilizado no caso em que as somas de
Ewald e suas variantes ndo s@o uma opc¢éo vidvel, é o método do campo de reagdo, o qual
simplesmente reescala as intera¢des eletrostaticas de longo alcance por uma constante
dielétrica, fornecida pelo usudario, que represente a constante dielétrica do solvente. Neste
método, uma esfera é construida em volta da molécula com um raio igual a distancia do raio
de corte. A interagdo das moléculas que estdo dentro da esfera é calculada explicitamente.
Para isto, é adicionado uma energia de intera¢do sobre o ambiente fora da esfera, na qual é

modelada como um meio de constante dielétrica homogénea &, Figura 19, em que o campo

de reacdo no centro da cavidade experimentado pela molécula a ¢ dado por:

_2(gy—

a +1

%) S (49)

b;r, <r,

onde Y1 ¢ 0 momento de dipolo total de todas as moléculas dentro da esfera de raio de corte
r.. Assumindo que (i), a carga total em cada cavidade, é igual a zero, e (ii) cada molécula a é
suficientemente pequena, de tal modo que o conjunto de 4&tomos na cavidade da molécula a ¢é

igual aos atomos da esfera de raio de corte do 4&tomo i, para cada i da molécula a, a energia do

campo de rea¢do (£*) do sistema de M moléculas é:
(50)

Assim a energia total se torna:
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=L Ty (51)

com,

(32)

O método do campo de reacdo tem a vantagem de ser conceitualmente simples,

relativamente facil de se implementar e eficiente computacionalmente® 754,

Figura 19 - Método do campo de reacdo. A seta com a haste sombreada representa a soma dos dipolos das

moléculas dentro da esfera de raio de corte r..

&

Fonte: Autor

3.10 Dinamica molecular de sistemas aquosos

A 4gua desempenha um papel crucial na estrutura e termodindmica de
macromoléculas. Em particular, a estabilidade e funcionalidade das proteinas e &cidos
nucleicos sdo ditadas por efeitos especificos bem como ndo especificos do solvente. Enzimas,
por exemplo, requerem um certo nivel de hidratacdo antes que possam desenvolver sua
funcdo bioldgica. A maioria das funcgdes celulares sdo governadas por mudangas no ambiente
do solvente, incluindo variagdo de pH e atividades idnicas, bem como diferencas nas

concentragdes de soluto entre os compartimentos celulares e subcelulares. Portanto, é
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importante que as simulagdes biomoleculares devam tentar recriar o ambiente aquoso de
biomoléculas de forma mais exata possivel, incluindo os efeitos da agua, implicita ou
explicitamente®*’,

Na solvatagdo implicita, em um dos modelos mais populares, os graus de liberdade do
solvente ndo sdo considerados explicitamente e, desta forma, o solvente ¢ tratado como um
meio continuo tendo as propriedades médias do solvente real. Este modelo de campo de
reacdo foi discutido na se¢do anterior e para moléculas de forma arbitraria, as equacdes de
Poisson-Boltzmann que descrevem as interag¢des eletrostaticas sdo resolvidas por métodos de
diferenciag¢do finita. Porém, para sistemas grandes, como proteinas e acidos nucleicos,

métodos de simplificagdo como a aproximagdo generalizada de Born sdo utilizadas.

Neste modelo, a contribui¢do eletrostatica para a energia livre de solvatagéo ¢:

(33)

AGpol:——(l——)z

L] GB
onde ¢; e g; sdo as cargas parciais, &, € a constante dielétrica do solvente, e f;5 € a fungdo que
interpola entre um “raio de Born efetivo” R;, quando a distancia r; entre os a&tomos € curta, e
r; quando ha grandes distancias®®

No modelo de solvatagdo explicita, o potencial pode ser parametrizado para reproduzir
propriedades macroscopicas, para uma fase escolhida sob determinadas condicdes. Esta
abordagem empirica deu origem a familia dos potenciais TIP (do inglés, Transferable
Intermolecular Potentials) desenvolvido por Jorgensen e colaboradores: TIP3P, TIP4P¥ e
TIPSP*. Tais modelos usam trés, quatro e cinco sitios de interagdo (Figura 20),
respectivamente, sendo todos estes modelos tratados como rigidos. Sdo modelos mais simples
que se baseiam nas intera¢des ndo ligadas, uma vez que, as interagdes ligadas sdo tratadas
implicitamente. A fungdo potencial entre duas moléculas de agua a e b para os modelos da

familia TIP#nP € representada por:

2 12 6

_\ 4iq,¢€ O Oy

V=2 e [(=2) —(=) ] (54)
ij rij Foo "0

onde i e j sdo os sitios de carga em a e b, respectivamente, separadas por uma distancia 7, €, €
0, sdo os parametros de van der Waals entre os dois sitios de oxigénio, os quais sdo separados

POT 740

Outro modelo de interagdo para a dgua comumente utilizado ¢ SPC®' (do inglés,
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Simple Point Charge), no qual as cargas nos trés sitios de interagdo do hidrogénio carregados

positivamente sdo balanceados por uma carga negativa apropriada no oxigénio, Figura 20.

Figura 20 - Representacdo dos modelos rigidos na solvatacao explicita; (a) de trés sitios de interacdao — SPC,
TIP3P; (b) de quatro sitios — TIP4P; (c) de cinco sitios — TIP5P; 11 e 12 representam as distancias
entre 0 atomo hidrogénio e oxigénio; ql e q2 representam as cargas atdmicas do hidrogénio e

oxigénio, respectivamente; 6 e ® sdo os angulos de ligagdo e o é a distancia para o potencial zero.

Fonte: http://www1.lsbu.ac.uk/water/water_models.html, acessado em 29/09/2015.

3.11 Acoplamento de temperatura e pressao

Uma simulagdo a temperatura constante pode ser necessdria quando se deseja
determinar como a conduta de um sistema varia com a temperatura, tal como num processo de
enovelamento de proteina. A temperatura do sistema esté4 relacionada com a média da energia

cinética, a qual para um sistema nao-constrangido ¢ dado por,

3
<Ecin>NVT:EkBRT (55)

uma maneira de alterar a temperatura do sistema é entdo, dimensionar as velocidades. Se a
temperatura no tempo ¢ € 7(¢) e as velocidades sdo multiplicadas por um fator A, entdo a

variacdo de temperatura associada pode ser calculada como segue:

1< om vl-2 1< 2 myv;
ar=132mi Py (56)
AT=(1*~1)T(t) (57)
Tdesejada
\/ T(0) (58)

58



A maneira mais simples de calcular a temperatura é, entdo, multiplicar as velocidades
em cada intervalo de tempo por um fator A = VT gesejaday’ T(atar), 0Nde Tionay € a temperatura atual
calculada da energia cinética e Tigesejad) € @ temperatura escolhida.

Uma maneira alternativa de controlar a temperatura é acoplar o sistema a um banho
térmico externo fixado na temperatura desejada, processo conhecido como termostato de
Berendsen®”. O banho atua como uma fonte de energia térmica fornecendo ou removendo
calor do sistema quando apropriado. As velocidades sdao reescalonadas a cada passo de
integracdo, a fim de ajustar a energia cinética do sistema até a temperatura selecionada, tal
que a taxa de variacdo da temperatura é proporcional a diferenga entre as temperaturas do

banho e do sistema,

dT(t)

=% T =T(0) (59)

onde 7 é o parametro de acoplamento, cuja magnitude determina o quao firmemente o banho e
o sistema estdo acoplados. Esse método gera um decaimento exponencial do sistema rumo a

temperatura desejada. A mudanca na temperatura entre 0s sucessivos intervalos de tempo é:

ar=3%r, , ~T(1)) (60)

O fator de reescalonamento para as velocidades é, portanto,

T
p2=14 QL by (61)

T(t)

se T é grande, entdo o acoplamento sera fraco. Se 7 é pequeno, o acoplamento sera forte e
quando o parametro de acoplamento é igual ao intervalo de tempo (7 = §t), entdo o algoritmo
é equivalente ao método simples de reescalonamento de velocidade. Outros métodos mais
sofisticados como os termostatos de Nosé-Hoover™* e Nosé- Poincaré® também sdo
utilizados.

Muitas medidas experimentais sao realizadas sob condi¢Oes de temperatura e pressao
constante, e portanto, simulacoes em ensembles isotérmico-isobaricos sdao diretamente mais
relevantes para dados experimentais. De maneira analoga a temperatura, pode-se controlar a

pressdo substituindo as varidveis T por P, e as velocidades dos atomos pelas coordenadas
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atdmicas nas equacdes mostradas anteriormente. Dentre os barostatos destacam-se o de

Berendsen®? e o de Parrinello-Rahman®.

3.12 Minimizacdo de energia

A maneira na qual a energia varia em relagdo as coordenadas (sejam internas ou
cartesianas) ¢ usualmente referida como superficie de energia potencial. Na modelagem
molecular se esta, especialmente interessado nos pontos de minimo da superficie de energia.
Arranjos dos atomos com energia minima correspondem a estados estaveis do sistema, onde
qualquer movimento fora do minimo gera uma configuracdo com energia mais alta. Pode
haver um numero muito grande de minimos na superficie de energia em que o de menor
energia ¢ conhecido como energia minima global, enquanto todos os outros sio descritos
como minimos locais. Para identificar estas geometrias do sistema que correspondem aos
pontos de minimo na superficie de energia se utiliza algoritmos de minimizagao.

Seja uma fungéo fna qual dependa de uma ou mais variaveis independentes x,, x2, ...,
x;. Encontrar os valores destas varidveis onde f tenha um valor minimo € o objetivo destes
algoritmos, os quais podem ser classificados em dois grupos. Os que utilizam derivadas da
energia com relagdo as coordenadas e os que ndo utilizam. As derivadas podem ser uteis, uma
vez que, podem fornecer informagdes sobre a forma da superficie de energia, e se utilizadas
adequadamente, podem melhorar significativamente a eficiéncia com a qual o minimo é
localizado, e por isso sdo utilizadas pelos métodos de minimizagdo mais populares.

No ponto minimo, a primeira derivada da fun¢do em relagdo a cada uma das variaveis

¢ zero e as segundas derivadas sdo sempre positivas:

of o f
-1 =0 =L 2
T =00 (62)

Dentre os métodos que utilizam derivadas estdo o método de Steepest Descent’’, o
método do gradiente conjugado™ e o método de Newton-Raphson”. O método utilizado neste
trabalho foi e de Steepest Descent e este serd descrito em seguida.

O método de Steepest Descent ¢ um algoritmo de otimizag¢do de primeira ordem que,
embora ndo seja certamente o mais eficiente para minimizagdo, é robusto e¢ de facil
implementagdo. Para encontrar um minimo (local) de uma fun¢do usa-se um esquema
iterativo, onde em cada passo se toma a dire¢do (negativa) do gradiente V, que corresponde a

dire¢do de declive maximo. Dada uma coordenada inicial x,, o método computa uma
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sequéncia de iteragdes xx, onde

X =X— 6 Vf(x), k=01,2,..., (63)

onde #> 0 minimiza a funcdo

Ou(t)=f (X, =tV [ (xy)) (64)

Por natureza, o método de Steepst Descent s pode localizar fungdes minimas. A
vantagem é que o algoritmo é muito simples e requer apenas o armazenamento do vetor
gradiente. Além disso, ¢ um dos poucos métodos que garante a diminui¢do do valor da
funcdo. Seu principal uso € “relaxar” rapidamente uma configuragéo inicial pobre (de elevada

energia)®®’!%,
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4 Metodologia
4.1 Sistemas simulados

A estrutura inicial da enzima EPSPs simulada neste trabalho, foi obtida do banco de
dados de proteinas (RCSC-PDB (do inglés, Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics — Protein Data Bank)"™ cujo o c4digo do modelo cristalografico no banco ¢
1G6S". Simulagdo de Dinidmica Molecular (DM) através do pacote computacional
GROMACS 4.5.3'2, em conjunto com o campo de forca OPLS-AA (do inglés, Optimized
Potentials for Liquid Simulations — all-atom)'” foi utilizada para obter a dindmica estrutural
da enzima EPSPs em solugdo aquosa, sem a presenca do herbicida glifosato (GPJ) e o
substrato Shikimato-3-Fosfato (S3P).

A enzima EPSPs com estrutura fechada, possuindo 6480 4tomos foi colocada numa
caixa cubica de simulagdo e entdo solvatada explicitamente segundo o modelo SPC, e
neutralizada até atingir um sistema com um total de 127995 atomos.

Em seguida foi realizado a minimizagdo de energia do sistema num tempo de 10 ps,
utilizando o algoritmo Steepest Descent, sendo o tratamento das interagdes eletrostaticas
obtido através do método PME.

A temperatura do sistema foi aumentada realizando-se sucessivas simulagdes por
dindmica molecular com tempos de 100 ps a 50, 150 e 298 K, em que durante este processo,
as posicdes dos atomos da proteina, com excecdo dos hidrogénios, sdo restringidas aplicando-
se uma constante de for¢a de 1,0,10° KJ.mol'.nm?, enquanto as moléculas de agua ficaram
livres para acomodar-se de maneira otimizada ao longo de sua superficie.

A dinamica molecular do sistema foi realizada num intervalo de tempo de integracéo
de 2 fs totalizando um tempo de 50 ns em um ensemble NPT (niimero de particulas, pressdo e
temperatura constantes), utilizando o algoritmo /leap-frog para integrar as equacgdes de
movimento de Newton a uma pressdo de 1 bar e temperatura de 298 K, utilizando termostato
v-rescale e barostato de Berendsen. As restri¢gdes dos estiramentos lineares ¢ angulares além
do comprimento de ligagdo dos dtomos de hidrogénio foram realizadas pelo algoritmo LINCS

(do inglés, Linear Constraint Solver)'*.

4.2 Parametrizacao do herbicida glifosato
As duas formas predominantes da estrutura da molécula de glifosato em um pK, =
5,69 sdo mostradas na Figura 21. A estrutura protonada, com carga (1-) foi utilizada para a

parametrizacdo neste trabalho.
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Figura 21 - Representagdo esquematica da dissociagdo do herbicida glifosato, em pKa = 5,69.
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Fonte: Autor.

Partindo da forma funcional do campo de for¢a OPLS-AA para estiramento de ligagdo,
deformacéo angular e diedral (Tabela 1), foi utilizado um novo conjunto de cargas para os
atomos do herbicida glifosato e um potencial de interagdo torsional desenvolvido para os
diedros proprios entre os atomos HO3-O3-P-C1 e entre os dtomos P-C1-N-HN1 (Figura 22),

uma vez que, estes diedros ndo sdo encontrados no campo de forca OPLS-AA.

Figura 22 - Representacdo da molécula glifosato: Diedros parametrizados HO3-O3-P-C1 e P-C1-N-HNT1.

Fonte: Autor

A otimizagdo da geometria foi realizada utilizando primeiramente o método PM6 (do
inglés, Parametric Method 6 Hamiltonian) através do programa MOPAC2012'”. Em seguida,
a otimizacdo foi realizada através de calculos quanticos ab intio ao nivel Hartree-Fock
utilizando como conjunto de bases o 6-31G*, utilizando o programa Orca 2.8'%. O conjunto
de cargas calculado para a molécula mais estdvel obtida na otimizacdo, foi submetido ao
ajuste do potencial eletrostatico cldssico da molécula pelo potencial mecanico quantico
usando RESP (do inglés, Restrained Electrostatic Potential)!”'", utilizando o programa
NWCHEM 5.1'”°. Finalmente, diferentes 4ngulos torsionais foram submetidos a calculos
quanticos ab intio ao nivel Hartree-Fock utilizando como conjunto de bases o 6-31G*,

utilizando o programa Orca 2.8, e as barreiras rotacionais dos diedros foram obtidas.
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Tabela 1 - Parametros de estiramento de ligagdo, flexdo angular e diedral empregados no campo de forga OPLS-

AA.
Ligacdes Tipo de ki, (106 kJ.mol'l.nm'4) b, (nm)
Ligacéo
(HN1,HN2)-N H3-NT 363171.2 0.1010
C1-H11(2),C2-H21(2) CT-HC 284512.0 0.1090
HO3-03 HO-OH 462750.4 0.0945
(C1,C2)-N CT-NT 319657.6 0.1448
(01,02)-P 02-P 439320.0 0.1480
03-P OH-P 192464.0 0.1610
Cl1-pP CT-P 177401.6 0.1843
C3-C2 C 3-CT 265265.6 0.1522
C3-(04,05) C 3-02 548940.8 0.1250
Angulos Tipo de angulo Kq (K J.mol'l) 0,
(graus)
(C1,C2)-N-(HN1,HN2) CT-NT-H3 292.880 109.5
HNI-N-HN2 H3-NT-H3 292.880 109.5
N-C1-P NT-CT-P 359.824 109.5
(01,02)-P-03 02-P-OH 376.560 108.23
HO3-03-P HO-OH-P 395.678 108.5
03-P-C1 OH-P-CT 376.560 109.5
O1-P-02 02-P-02 1171.520 119.9
C1-P-(01,02) CT-P-02 376.560 109.5
C2-C3-(04,05) CT-C_3-02 585.760 117.0
04-C3-05 02-C_3-02 669.440 126.0
C3-C2-(H21,H12) C _3-CT-HC 292.880 109.5
C3-C2-N C 3-CT-NT 669.440 111.2
CI-N-C2 CT-NT-CT 433.462 107.2
(H11,H12)-C1-N HC-CT-NT 109.500 292.88
(H21,H22)-C2-N HC-CT-NT 109.500 292.88
(H11,H12)-C1-P HC-CT-P 109.500 343.088
Diedros Tipo de diedro Coeficiente de Ryckaert-Bellemans
C3-C2-N-(HN1,HN2)  C 3-CT-NT-H3 0.72592 2.17777 0 -290370 0 0
N-C1-P-(01,02) NT-CT-P-O2 0 0 0 0 0 0
N-C1-P-O3 NT-CT-P-OH 4.70700 -4.70700 0 0 0 0
(HN1,HN2)-N-C1- H3-NT-CT-HC 0.83680 2.51040 0 -334720 O 0
(H11,H12)
(HN1,HN2)-N-C2- H3-NT-CT-HC 0.83680 2.51040 0 -334720 O 0
(H21,H22)
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(H11,H12)-C1-P-O3 HC-CT-P-OH 0.52300 1.56900 0 -2.09200 O 0

C1-01-P-0O2 CT-O2-P-02 1.17570 3.52711 0 -470281 O 0

N-C2-C3-(04,05) NT-CT-C_3-02 3.43088 0 - 0 0 0
3.43088

P-C1-N-C2 P-CT-NT-CT 1.78866 3.49154 0.53555 -5.81576 0 0

Para a interagdo dos diedros proprios foi utilizada o potencial de Ryckaert-Bellemans

que descreve a fungdo com base na expansio das poténcias do cosg como descrito na equagao
(67):'

5

(pukl Z cos (67)

n=0
onde Y= @— 180°.
O potencial de Ryckaert-Bellemans € equivalente para a descrigdo com a série de

Fourier (somente as constantes sdo diferentes), uma vez que a série de Fourier €:

Viu=Fo+ [ F,(1+cos(¢))+F,(1—cos(2¢) )+ F3(1+cos(3¢))+F,(1—cos(4 ¢))]

+F(1+cos(50)) (68)

Calcula-se as constantes de Ryckaert-Bellemans através das seguintes relagdes:

Co=F,+F,+%(F +F,+F)
C,=%(3F,-F,-F)
C,=4F,—F, 69)
C,=10F.—2F,
C,=—4F,
C.=—8F,

sendo os valores encontrados adicionados ao campo de forgca OPLS-AA.

Desta forma, a validacdo do campo de for¢ga OPLS-AA usando simulagdo de dinamica
molecular foi realizada utilizando o programa GROMACS 4.6'"*. As interagdes eletrostaticas
foram calculadas utilizando PME. A simulacdo foi realizada no ensemble NPT usando
reescalonamento das velocidades com o termo estocdstico para a temperatura (v-rescale) com
T=298K e o barostato de Berendsen a 1 bar em agua explicita, com o modelo SPC por 50 ns.
Todos os comprimentos de ligacdo foram restringidos usando o algoritmo LINCS.

As curvas dos perfis de energia calculados através das constantes obtidas para os

diedros, foram obtidas através de um programa em linguagem C++ desenvolvido pelo proprio
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grupo, no qual utilizou como ferramenta o método de minimos quadrados. Sendo estas curvas
comparadas aos perfis de energia obtidos pelos céalculos quanticos, para a pretendida

validacao.

4.3 Simulacdo do sistema EPSPs-GPJ-S3P

O sistema envolvendo a enzima EPSPs com seu substrato S3P, interagindo com o
herbicida GPJ parametrizado no campo de for¢a OPLS-AA, foi simulado por dindmica
molecular utilizando o programa GROMACS 4.6-beta2 em solvente explicito. A minimizagao
de energia, bem como, a dindmica molecular do sistema, foram realizados utilizando os

mesmos parametros avaliados para a simula¢@o sucedida com a enzima EPSPs em 4gua.

4.4 Calculo do Potencial Eletrostatico e da Energia Livre de Solvatacao

O potencial eletrostatico calculado para a obtencdo da distribuicdo de cargas ao longo
da superficie da enzima foi obtido utilizando o programa VMD (do inglés, visual molecular
dynamics)"®. A energia livre de hidratacdo da enzima sozinha e na presenca do substrato S3P
foram calculadas resolvendo numericamente a equacdo ndo-linear de Poisson-Boltzmann,
cuja metodologia foi implementada no programa APBS (do inglés, Adaptive Poisson—
Boltzmann Solver)" em conjunto com os parametros ajustados do campo de forca OPLS-AA.
As estruturas em solugdo aquosa foram obtidas utilizando uma constante dielétrica de 78,54,
com um raio do solvente de 1,4 nm, tensdo superficial de 0,105 N.m™ e forca i6nica de 100

mmols.L .

4.5 Dinamica Molecular Direcional e Calculo do Potencial de Forca Média

A simula¢do computacional dos experimentos de AFM foi realizada através da
Dinamica Molecular Direcional, SMD (do inglés, Steered Molecular Dynamics), introduzida
por Izrailev em 1997'%, a qual fornece modelos para explicar as for¢as medidas em termos
das estruturas moleculares, ou seja, proporciona detalhes do processo de desvinculagdo
induzido pela aplicag¢do de forgas externas em sistemas biomoleculares e de suas propriedades
elasticas em escalas de tempo abrangidas por simulagdes de dindmica molecular. A SMD tem
sido largamente utilizada na investigacdo de fungdes mecanicas de proteinas tais como,

113-115

processos de interagdo em complexos proteina-substrato e estabilidade de proteinas

associadas a doencas''®

. Estas simula¢des dardo um aporte tedrico aos experimentos de AFM
sob uma interpretagdo microscépica.

Uma forma de aplicar forgas externas em um complexo proteina-ligante ¢ restringir o
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ligante em um ponto no espago (ponto de conteng@o) por um potencial externo, por exemplo,
0 harmonico. O ponto de contencdo é, entdo, deslocado numa direcdo escolhida forgando o
ligante a se mover de sua posi¢do inicial na proteina, permitindo que o mesmo explore novos
contatos ao longo do caminho de desvinculagdo. Assumindo uma tnica coordenada de reagdo
x, € um potencial externo V=k(x-x,-vt)’/2, onde k ¢ a rigidez do ponto de conten¢do, € x, € a
posicdo inicial do ponto de contencdo movendo com uma velocidade constante, v, a forga

externa no sistema pode ser expressado como'"’,

F=k(xy+vt—x) (70)

forca F\, correspondente a molécula sendo puxada por uma mola harmonica de rigidez k£ com
uma velocidade constante v.

Foram realizadas simulagdes distintas onde a molécula de glifosato foi afastada do
sistema EPSPs-S3P-GPJ ao longo de trés possiveis caminhos de retirada deste herbicida do
sitio ativo da enzima. A metodologia utilizada foi o comnstraint pulling, disponivel no
programa GROMACS, na qual a distancia entre os centros de massa dos dois grupos (grupo 0
— EPSPs-S3P e grupo 1 — GPJ) foi restringida com uma constante de forga, k, de 367
KJ .mol_l.nm_l, onde em todas as dindmicas a velocidade de afastamento, v, foi de 0,001
nm.ps'l.

A dindmica do sistema foi realizada em um ensemble NVT utilizando-se o algoritmo
de leap-frog. Foi utilizado um intervalo de tempo de integracdo de 1 fs totalizando um tempo
de simulacdo de 4 ns, com a temperatura de 298 K, utilizando termostato (v-rescale).

Neste estudo, calculos de Potencial de Forga Média, PMF (do inglés, Potential of
Mean Force) foram realizados para determinar a energia livre absoluta de interacdo entre
EPSPs-S3P e o GPJ, com o intuito de quantificar a interagdo entre a ponta do AFM
funcionalizada com a enzima EPSPs e o glifosato.

O PMF é um potencial que é obtido pela integracdo da forca média de um ensemble de
configuragoes, no qual exibe um importante papel na investigacdo de processos moleculares,
em que o espaco configuracional é descrito por uma coordenada de reagdo. Assim, o PMF é
basicamente o perfil de energia livre ao longo da coordenada de reacdo e é determinado
através da média ponderada de Boltzmann sobre todos os graus de liberdade exceto o da
coordenada de reacdo.

O SMD é um método efetivo para explorar processos mecanicos e moleculares
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acessiveis através de experimentos de AFM. No entanto, uma simulacdo dindmica direcional é
um processo de ndo-equilibrio, enquanto que o PMF é uma propriedade em equilibrio.
Portanto, se torna necessaria uma teoria que conecte 0s processos em equilibrio e nao-
equilibrio, que se da através da mecénica estatistica em ndo-equilibrio, especialmente através
da igualdade de Jarzynski'®. Se torna possivel desta forma, extrair propriedades em equilibrio
de sistemas em ndo-equilibrio. A igualdade de Jarzynski estabelece uma conexdo entre o
calculo de energia livre em equilibrio e o trabalho realizado no processo em nao-equilibrio, e
portanto, permite calcular o PMF sobre processos em nao-equilibrio tais como as simulagdes
de SMD",
A igualdade de Jarzynski é:

e—|%AF:<e—|3W> (71)

onde AF representa a variacdo de energia livre entre os estados inicial e final, W ¢ o trabalho
externo e¢ B=(K3T)’ em que Kz e T sdo a constante de Boltzmann e a temperatura,
respectivamente. A propriedade mais importante desta relagdo é que ela ndo se restringe
somente a regimes em equilibrio. A igualdade ¢ satisfeita para qualquer pertubacdo, desde que
amostragens suficientes sejam realizadas'”.

Uma expansdo cumulante da equagao de Jarzynski pode ser utilizada para contornar a
dificuldade de estimar a média da exponencial, lado direito da equagdo 71. O logaritmo de

uma média de uma exponencial pode ser expandida em termos de cumulantes,
log e"| = x+3{ 1" = x/"}+... (72)

onde sdo mostrados o primeiro e segundo cumulantes na equacdo (72). Nesse caso, em que
todos os outros termos cumulantes sdo negligenciados, a varidvel x deve ser,
impreterivelmente, amostrada através de uma distribuicdo gaussiana. Usando esta expansdo, a

energia livre pode ser obtida através da equacgao 73,

FAr]_FAorZQW(TJ)"'g(W(TH_ <W[T)2)+ (73)

onde, Fj(t) - F3(0) ¢ a variagdo de energia livre, f=1/ksT e W(t) é o trabalho. Quando o
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trabalho segue uma distribuicdo gaussiana, a férmula até segunda ordem pode ser utilizada,
sendo os cumulantes de terceira e maiores ordens iguais a zero'**'*',
Apds determinado o(s) caminho(s) mais favoravel(veis), foram realizadas 80

simulagdes SMD, com velocidade de pulling de 0,001 nm.ps” e com uma constante de for¢a

de 367 KJ.mol '.nm™!. O trabalho bem como o potencial de forca média foram obtidos, para
cada um dos diferentes eixos escolhidos, utilizando o software Octave 3.8.1'**. Foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk'* para avaliar se a distribuicdo do conjunto de dados, referente aos
valores do trabalho obtidos nas simulacGes ao longo de cada eixo, adere a distribuicdo

Normal, utilizando o software R-Statistics 3.0.2%.
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5 Resultados e Discussoes
5.1 Caracterizacdo da dinamica estrutural e do potencial eletrostatico da enzima EPSPs

em solucao aquosa.

A qualidade estereoquimica do modelo 3D de uma proteina pode ser indicada pela
distribuicdo dos angulos torcionais @ e Y da cadeia principal. A qualidade do modelo esta
ligada a escolha do molde e a constru¢do do alinhamento, que servira de referéncia para a
constru¢do dos atomos que compdem a proteina. A Figura 23, mostra a distribui¢do de todos
estes angulos na enzima EPSPs através do diagrama de Ramachandran, obtidas através do
PBDsum'?. A analise do diagrama de Ramachandran indica claramente que a estrutura de
coordenadas atOdmicas apresenta uma Otima estatistica estereoquimica com 90,8% dos
residuos nas regides favoraveis (em vermelho), 8,9% nas regides adicionalmente permitidas
(em marrom), 0,3% nas regides generosamente permitidas (em amarelo) e 0,0% nas regides
desfavoraveis (em amarelo-claro), Tabela 2.

Figura 23 - Diagrama de Ramachandran indicando as distribui¢des dos &ngulos torcionais ® e y da cadeia

principal. As regides mais favoraveis sdo mostradas em vermelho, as adicionalmente permitidas em

marrom, as generosamente permitidas em amarelo e as ndo permitidas em amarelo claro.

L3G

457

¥ (graus)

Fonte: '
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Os residuos de glicina (totalizando 37 residuos) devem ser desconsiderados
(apresentados na Figura 23 como tridngulos), uma vez que ndo possuem cadeia lateral, os de
prolina (totalizando 18 residuos), pois nestes o carbono alfa estd ligado a cadeia lateral e os
residuos das extremidades, C-terminal e N-terminal (totalizando 2 residuos), que apresentam

padrdes estereoquimicos diferentes dos outros residuos.

Tabela 2 - Estatistica da estereoquimica do modelo 3D da enzima EPSPs.

Numero de residuos Porcentagem

(%0)

Residuos nas regides mais favorecidas (A, B, L) 336 90,8
Residuos nas regides adicionalmente permitidas 33 8.9

(a,b,1,p)
Residuos nas regides generosamente permitidas 1 0,3
(-a, -b, -1, -p)
Residuos nas regides proibidas 0 0

370 100

Fonte: '

A andlise do grafico de Ramachandran, por si sd, ndo valida a estrutura de uma
proteina, mas € uma ferramenta valiosa na andlise da estrutura 3D, visto que, abre as portas
para os estudos de base molecular entre esta proteina e seu respectivo ligante.

Apds a Dinamica Molecular, a andlise da estabilidade conformacional da enzima
EPSPs (Figura 24) foi avaliada através da medida da raiz quadrada do desvio quadratico
médio (RMSD, do inglés, Root Mean Square Deviation), o qual revela o distanciamento
conformacional da estrutura nativa ao longo do tempo de simulagdo e também pela medida do
seu raio de giro (RG), onde pode-se obter uma medida aproximada da compactacdo da
estrutura da enzima.

Para o célculo dos desvios entre a conformacdo da enzima ao decorrer da dinamica
molecular em relacdo a uma estrutura de referéncia, ajusta-se pelos minimos quadrados a

estrutura em relacao a referéncia (t.=0), pela equacgao,

RMSD=[-0: 3% m | (t)=r, (6, (74)

onde M = Y-, m; e ri(t) é a posicdo do atomo i no tempo t e N é o nimero de atomos
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utilizado no calculo.

Figura 24 - Representacdo da sobreposicdo da estrutura da enzima EPSPs (representacdo new cartoon) , antes da

simulacdo por dindmica molecular (em cinza) e ap6s a simulacdo (em verde).

Para se observar a compactagdo da estrutura da enzima, utiliza-se o raio de giro (RG),

dado pela equacado,

N 1
a1k
2

Z”ri ||m,.

R,=|F (75)

N
2 m
i=1

onde m; é a massa do atomo i e r; é sua posicdo em relagao ao centro de massa.

A enzima EPSPs apresentou pequena mobilidade estrutural em solugdo aquosa (Figura
25), a 298 K, manifestando uma leve e sistematica flutuacéo tanto para as medidas de RMSD,
em torno de 0,25 nm (z 0,015 nm) (Figura 25-A), quanto para as medidas de RG, em torno de
2,16 nm (+ 6,8.10° nm) (Figura 25-B), valores os quais ndo representam uma altera¢do
significativa na conformacdo da enzima inicial. Isto sugere que a proteina provavelmente nio
perdera sua atividade durante a deposi¢do da mesma no cantiléver do AFM ou durante a
detec¢@o do herbicida no nanobiossensor proposto.

A andlise do potencial eletrostatico da enzima EPSPs revela uma uniformidade na
distribuicdo de cargas na sua superficie, de maneira geral (Figura 26). No entanto, no sitio
ativo, ocorre uma maior distribui¢do de cargas negativas na regido ao longo do eixo y, voltado
para frente, (Figura 26-B). Uma vez identificado o possivel caminho de retirada do herbicida
glifosato do sitio ativo (que serd realizado na se¢do 5.4), pode-se sugerir uma funcionalizacio
da ponta do AFM de maneira que grupos funcionais carregados positivamente ou

negativamente possam ser inseridos na ponta do cantiléver do equipamento.
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Figura 25 - (A) Raiz quadrada do desvio quadratico médio - RMSD e (B) raio de giro - RG da enzima

EPSPs.
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Figura 26 - Potencial eletrostatico plotado na superficie molecular da enzima EPSPs. Superficie no eixo -x
voltado para frente (A); superficie no eixo y voltado para frente (B) e superficie no eixo -y voltado

para frente (C).

Sitio Ativo Sitio Ativo

5.2 Desenvolvimento de um modelo molecular para o herbicida e parametrizacao de
campos de forca

Nas simulag¢des por dindmica molecular, os parametros do campo de for¢a do sistema
devem ser definidos para reproduzir dados energéticos e estruturais. Portanto, ha a
necessidade de se desenvolver um modelo que reproduza as medidas experimentais com
maior grau possivel de precisdo. Em geral, as parametrizacdes incluem interacdes entre
atomos ligados e atomos nao-ligados. Neste trabalho, utilizou-se calculos quanticos para obter
as cargas atOmicas parciais e as constantes de forca que reproduzem as curvas de energia
potencial de dois diedros da molécula de glifosato, que foram parametrizados no campo de

forca OPLS-AA.
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Cdlculo das cargas:
Apods a otimizagdo da estrutura do glifosato, as cargas parciais da molécula foram
ajustadas para o potencial eletrostatico no campo de forga OPLS-AA usando o método RESP

e os valores estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Carga parcial dos dtomos do glifosato.

Atomos Tipo Carga (e*)
P1 PO5y 1.342
01 (0] -0.860
02 (0] -0.860
03 OH -0.753

HO3 H 0.417
C1 CH, -0.164
HI11 H 0.066
H12 H 0.066
N1 N* 0.110
HN1 H 0.178
HN2 H 0.178
C2 CH, -0.103
H21 H 0.045
H22 H 0.045
C3 COr 0.879
04 (@) -0.793
05 (0] -0.793
Carga Total -1,000

*e =1,602.10" C

Dindmica molecular:

A dindmica molecular do herbicida em solugdo aquosa foi realizada para validar os
parametros dos diedros HO3-O3-P-C1 e P-CI-N-HNI no campo de forca OPLS-AA obtidos
neste estudo. Os coeficientes e os angulos dos diedros foram calculados comparando uma
varredura mecanico-quantica da energia conformacional com uma estrutura equivalente para
calculos utilizando mecanica molecular. A estrutura (Figura 27) mostrou-se estdvel durante o
tempo de simulagdo com valores de RMSD de 0.01-0.15 nm para a molécula de glifosato,

(Figura 28).
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Figura 27 - Representagdo da sobreposi¢do da molécula glifosato (representada em CPK) antes e apds a

simulagdo por dindmica molecular.

Figura 28 - Raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) do herbicida glifosato.
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A Tabela 4 apresenta os valores dos coeficientes e dos angulos dos minimos de energia

dos diedros calculados com QM e MM.
A Figura 29 apresenta as superficies de energia livre dos diedros do glifosato obtidos

através dos calculos quanticos e dos calculos classicos utilizando as constantes obtidas.
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Tabela 4 - Coeficientes e angulos dos diedros parametrizados.

Diedros Coeficientes no campo OPLS-AA
Parametrizados
HO3-03-P-Cl 7.19185 20.5797 -15.0898 1.27049 -0.984426 0.269785
P-C1-N-HN1 19.3728 -17.6137 7.4594 3.17068 1.29439  1.88262
Diedros Dinamica Calculo HF/6-31G*
Parametrizados Molecular classico*** ¥ (graus)

Y (graus) Y (graus)

HO3-03-P-C1 101/256 109/239 119/259
P-C1-N-HN1 208/331 240/340 210/330

c 2

**% Formula utilizada: F(al’%’% ’ak ]

1

W(xy)=ctsh x4+t hy x4 h3<xk>+ ety ()

Para o diedro HO3-O3-P-C1 ambos os calculos apresentaram dois minimos de
energia, sendo que a menor energia se d4 para o angulo de 259° no calculo quimico-quéantico e

239° no calculo classico e o segundo minimo de energia ocorre em 119° com QM e 109° com
o classico. Ambos os minimos de energia ocorreram em angulos menores nos calculos
classicos, sendo que o menor minimo de energia apresenta uma diferenga de energia de
aproximadamente 1.1 KJ.mol", com rela¢do ao célculo quantico. O potencial de Ryckaert-
Bellemans para a molécula foi de 49,98 KJ.mol' com desvio padrio de 5,32 KJ.mol”,
portanto, a diferenca entre os minimos se encontra dentro do desvio.

Para o diedro P-C1-N-HN1 ambos os célculos apresentaram dois minimos de energia

que estdo relacionados com os dois diedros formados com os diferentes hidrogénios (P-C1-N-

HN1 e P-C1-N-HN2) em que a menor energia se deu com o angulo de 330° com QM e 340°

com método classico com uma diferen¢a de energia em torno de 4.2 KJ.mol" (dentro do

desvio padrdo) e o segundo minimo em 210° com QM e 240° com o método classico

apresentando também uma proximidade entre os métodos.
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Figura 29 - Perfil de energia calculados com calculo quéntico (vermelho) e cdlculo classico usando o método

dos minimos quadrados (preto) para os diedros HO3-O3-P-C1 e P-C1-N-HN1.
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A Figura 30 apresenta a distribui¢do de probabilidade dos angulos apds a dinamica
molecular em solu¢do aquosa. No diedro HO3-0O3-P-C1 ocorreu duas distribui¢des principais,
sendo uma no angulo de 256° e outra com angulo de 101°, onde o minimo de energia nos
calculos quanticos ocorreu no angulo de 259°, coincidindo com uma das distribui¢des. No
diedro P-C1-N-HN1 também ocorrerram duas distribui¢des principais, nos angulos 331° e
208°, angulos muito proximos dos minimos de energia obtidos nos célculos quanticos. Desta
forma, estes pardmetros foram utilizados para as simula¢des envolvendo o herbicida glifosato

na enzima EPSPs.
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Figura 30 - Distribui¢do do angulo diedral, para o diedro HO3-O3-P-C1 (acima) e para o diedro P-C-N-HN1

(abaixo).
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5.3 Caracterizacao do sistema EPSPs-S3P-GPJ

A dindmica molecular do sistema contendo a enzima EPSPs, o substrato shikimato-3-
fosfato e o herbicida glifosato (Figura 31) foi realizada e algumas propriedades foram
calculadas.

O biossensor pretendido requer uma imobilizagdo da enzima EPSPs na ponta do
cantiléver do AFM para detectar a interagdo com o herbicida glifosato. De acordo com a
literatura a EPSPs pode apresentar dois tipos de conformagfo, aberta e fechada”'’. Segundo
Schénbrunn e colaboradores'™, o substrato S3P € o responsavel pela transi¢do do estado aberto

para o fechado. Desta forma, ¢ necessario conhecer as caracteristicas intrinsecas da estrutura
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da enzima em solugdo para selecionar a estrutura enzimatica adequada para interagir com o
glifosato. Esta interacdo ¢ fortemente relacionada com a flutuagdo conformacional da enzima

em solu¢do, sendo esta dindmica estrutural avaliada através do calculo da RMSD.

Figura 31 - Representagdo da sobreposi¢do do sistema EPSPs-S3P-GPJ. Enzima (representada em newcartoon),
shikimato-3-fosfato (em CPK) e o herbicida glifosato (representado em superficie de van der
Waals). EPSPs antes da simulagdo por dindmica molecular (em cinza) e ap6s a dindmica molecular

(em verde).

A andlise do RMSD da enzima no complexo mostra uma pequena mobilidade
estrutural, em torno de 0,17 nm (£ 0,011 nm). A flutuacdo conformacional da enzima na
presenca do substrato e do herbicida foi menor do que na enzima isolada (Figura 32), fato que
propde uma estabilizacao ocorrida devido a presenca do substrato S3P, como sugerido
anteriormente.

Tanto na dinamica molecular da enzima isolada quanto da enzima no complexo, em
solugdo aquosa, a conformagdo estrutural se mostrou estavel. No entanto, pode-se deduzir que
a forca de interacdo entre a estrutura na presenca do substrato S3P no sitio ativo e o herbicida
glifosato é mais provavel de ser transmitida para a ponto do AFM devido a maior rigidez
desta estrutura, evitando assim, a maior parte das pertubagdes mecanicas produzidas pelas
interagdes entre a enzima e o herbicida.

Para descrever os efeitos da solvatacdo na flutuacdo estrutural e na estabiliza¢do da
estrutura da enzima EPSPs (isolada e na presenga do substrato), a energia livre de solvatagdo

foi calculada via resolug@o numérica da equagéo ndo-linear de Poisson-Boltzman.
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Figura 32 - Raiz quadrada do desvio quadréitico médio (RMSD) da EPSPs na presenca do substrato S3P e do
inibidor GPJ (preto) e da EPSPs isolada (vermelho).
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A energia livre de solvatacdo para o sistema enzima-substrato é mais favoravel quando
comparada a energia livre para a enzima sozinha (Tabela 5), ou seja, a agua atuou
favoravelmente para a formagdo do complexo EPSPs-S3P de forma mais significativa do que

no ambiente na presenca apenas da enzima.

Tabela 5 - Energia livre de solvatagdo da enzima EPSPs com o substrato S3P e da enzima sozinha.

Sistema Sistema (EPSPs-S3P) EPSPs sozinha
AG solvatag¢do (KJ.mol™!) -1,402x10* -1,326x10*

Na Figura 33-A, observa-se que o nimero de ligagdes de hidrogénio entre o sitio ativo
da enzima sozinha e a dgua é maior quando comparado com a enzima na presenca do
substrato. Além disso, as interagdes sdo formadas rapidamente apds o inicio da dinamica
nesse primeiro sistema, o que sugere uma maior abertura do sitio ativo sem a presenga do
substrato, ou seja, uma estrutura da enzima na forma mais aberta. Na presenca do S3P a
formagao das ligagdes de hidrogénio ocorrem de forma mais gradual, sugerindo uma estrutura
mais fechada, estabilizada pelo substrato. A Figura 33-B, apresenta as interagdes de
hidrogénio intermoleculares entre os residuos do sitio ativo. O ntimero de interacdes na

presenca do substrato é acentuadamente maior do que quando o mesmo estd ausente. A

entrada de 4gua no sitio ativo da EPSPs na presenga do S3P, bem como o rompimento das
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interagdes intermoleculares entre os residuos ¢ dificultada devido a conformagdo mais fechada

da enzima.

Figura 33 - (A) Numero de liga¢des de hidrogénio entre a enzima sozinha (vermelho) e a 4gua e entre a enzima
com S3P e agua (preto) e (B) interagdes intermoleculares entre os residuos do sitio ativo na enzima

sozinha (vermelho) e na enzima com S3P (preto).
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A raiz quadrada da flutuagdo quadratica média RMSF (do inglés, Root Mean Square
Fluctuation) dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da EPSPs foi avaliada com o intuito
de verificar a varia¢do da posi¢do dos atomos de cada residuo durante a dindmica. Dos 19
residuos de aminodcidos presentes no sitio ativo da enzima, 11 residuos apresentaram
diferengas despreziveis entre o sistema com a EPSPs isolada e o sistema EPSPs-S3P-GPJ. A
Figura 34, mostra a variagdo da posi¢cdo dos atomos dos 8 residuos de aminoacidos que
compdem a regido do sitio ativo da enzima EPSPs em que, as flutuagdes das posi¢des dos
atomos que ocorrem no sistema EPSPs-S3P-GPJ sdo claramente menores quando comparadas
as variagdes ocorridas no sistema com a enzima isolada. As intera¢des entre o Shikimato-3-
Fosfato e estes residuos de aminodcidos restringem a movimentagdo dos atomos,
demonstrando uma especificidade tipica de um sistema enzima-substrato.

A partir das informagdes obtidas acima, sugere-se que a funcionaliza¢do da ponta do
AFM seja composta pela enzima na presenca do seu substrato S3P, para produzir um

nanobiossensor e consequentemente detectar o herbicida glifosato.
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Figura 34 - Flutuagdo quadréatica média (RMSF) de 8 residuos de aminodacidos do sitio ativo na presenca do S3P-

GPJ (preto) e na enzima isolada (vermelho).
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5.4 Descricao atomistica e previsoes moleculares no processo de deteccao do herbicida
pelo nanobiossensor

As simula¢des via Dindmica Molecular Direcional (SMD) so orientadas pela adi¢do
de forcas externas especificadas pelo usuario. O proposito da introducdo destas forgas
externas ¢ ajudar o sistema molecular a superar as barreiras de energia entre estados.

As SMD requerem portanto, a selecdo de um caminho, isto €, uma série de direcoes ou
uma direcdo unica em que as forgas serao aplicadas. Para determinar um possivel caminho de
desvinculacdo do glifosato do sitio ativo, a dindmica molecular direcional foi realizada de
forma que o herbicida fosse puxado para fora da enzima a partir de sua posic¢ao inicial no sitio
ativo ao longo dos eixos x, y e -y (Figura 35). Essas direcoes foram escolhidas devido ao

menor impedimento estérico.
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Figura 35 - Dindmica Molecular Direcional em trés possiveis caminhos de retirada do herbicida glifosato. (A)

Ao longo do eixo x; (B) Ao longo do eixo y e (C) ao longo do eixo -y.

A partir da analise do grafico de for¢a em fungdo do tempo (Figura 36), os caminhos
ao longo dos eixos x, y e -y apresentaram forgas maximas nos valores aproximados de 2150,

2350 e 1530 kJ mol™ nm™ (3570, 3900 e 2540 pN), respectivamente. Esses valores sdo da
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mesma ordem de magnitude de simulagdes de SMD realizadas em trabalho anterior do grupo,
no qual a forca de extragdo varia na faixa de 1100 a 2100 pN'"®. O caminho de retirada do
herbicida que necessita de uma menor for¢a foi ao longo do eixo -y, porém o mesmo
apresentou dois momentos de forca maxima, a 200 e 600 ps, que estdo relacionados as
coordenadas onde as interagdes de hidrogénio entre o glifosato e os residuos do sitio ativo
EPSPs-S3P s@o mais intensas. A retirada ao longo do eixo x apresentou apenas um pico de
forca méaxima significativo, a 430 ps, a partir do qual pode ser atribuido o ponto de ruptura
das principais interacdes do herbicida com o sitio ativo. J& o caminho ao longo do eixo y
apresentou a maior for¢a de interacdo, a 850 ps, entre os trés caminhos, além de ter ocorrido
mais outros dois picos significativos, 2250 ¢ 1730 kJ mol” nm™' (3740 e 2870 pN), a 575 ¢
1300 ps. Todos esses picos de forca mencionados nos trés eixos estdo relacionados com as
interagdes do glifosato ainda com residuos do sitio ativo. Na sequéncia desses sinais, todos os
tracos de forga, que sdo acentuadamente mais fracos, estdo relacionados com as intera¢des do

herbicida com outras regides da enzima, fora do sitio ativo.

Figura 36 - Perfil de for¢a aplicado ao longo dos eixos x (preto), y (azul) e -y (vermelho).
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A andlise da distribuicdo radial de pares entre o herbicida glifosato e o sitio ativo

-S3P, proporciona a intensidade de interagéo entre eles e € definida como a razdo entre o valor
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médio da densidade numérica da molécula GPJ em uma casca esférica de raio » ao redor das
particulas do sitio ativo-S3P e a densidade da molécula GPJ dentro de uma esfera de raio 7

(em geral, sendo a metade da aresta da caixa de simulagdo) ao redor do sitio ativo-S3P,

_<pGPJ(r)>

a <pGPJ >local (76)

gsitio—SSP,GPJ( r)

Na Figura 37, a distribuicdo radial de pares ¢ mostrada para os trés eixos simulados
via SMD. Nas trés distribui¢des, as fun¢des abrangem uma regido de interagdo ampla (grande
variagd@o do raio 7 - eixo x) devido a regido do sitio ativo-S3P ser relativamente grande, uma
vez que ¢ composta pelo substrato e por 19 residuos de aminoécidos da enzima EPSPs. As
fungdes atingem seus pontos maximos em torno de 0,5 a 0,55 nm, indicando que a densidade
da molécula GPJ na casca esférica nesse raio € mais elevada do que a densidade do herbicida
no sistema. A distribui¢do para os eixos X e y ¢ bem proxima, uma vez que as forgas das
interagdes do herbicida no sitio ativo sdo quantitativamente préximas ao longo destes dois
eixos, como visto no grafico de perfil de forca. No entanto, a altura do pico na simulagdo no
eixo -y é acentuadamente menor que nos outros €ixos, 0 que sugere uma interagdo menos
efetiva entre o GPJ e o sitio ativo-S3P. Isso leva a hipdtese de que o caminho de retirada do
sitio ativo-S3P percorrido pelo herbicida ao longo do eixo -y sofre um menor impedimento

em relacdo aos outros caminhos, consentindo com os resultados do perfil de forca.
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Figura 37 - Distribuicéo radial de pares nos trés eixos: Eixo x (preto); Eixo y (azul) e Eixo -y (vermelho).
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O RMSD da enzima EPSPs para as simulagdes ao longo dos trés diferentes caminhos
¢ mostrado na Figura 38. O desvio foi de 0,054 nm (% 7,1.10* nm), 0,054 nm (% 9,9.10*
nm), 0,051 nm (% 8,7.10* nm) para os eixos X, y e -y respectivamente. O RMSD da enzima
na dindmica molecular direcional ao longo do eixo -y apresentou a menor flutuag¢do, o que
corrobora com os dados do perfil forca e da distribuicdo radial de pares. Isto pode ser
atribuido ao menor impedimento estérico ao longo desse caminho e consequentemente, uma
menor interagdo do herbicida com a enzima. Fica evidente que, o caminho mais provavel de
desvinculag@o do herbicida em relagdo ao sitio ativo ocorre ao longo do eixo -y. No entanto,
as simulagdes ao longo do eixo x, apresentaram um Unico pico de for¢a bem definido,
relacionado com as intera¢des especificas do glifosato com o sitio ativo-S3P, que para a
analise no AFM se torna importante. Apesar do caminho ao longo do eixo y apresentar um
impedimento estérico maior em relagdo a retirada do herbicida do sitio ativo-S3P, o perfil em
que aparece os maiores picos de for¢a, ainda que, mais tardiamente ao longo do tempo, estdo
relacionados com as interagdes entre o glifosato e o sitio ativo.

Uma vez que, o mapeamento do potencial eletrostatico ao longo de toda a superficie
da enzima (se¢do 5.1) se mostrou bastante uniforme, ndo ha como orientar, a principio, uma
funcionaliza¢io adequada da ponta do cantiléver do AFM de forma que se possa expor uma

regido especifica do sitio ativo da enzima (como as que foram simuladas — x, y, -y) para
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interagir com o herbicida glifosato. Isto posto, a funcionalizacdo das enzimas sobre a ponta do
cantiléver do AFM ocorrera de forma aleatoria, podendo esta apresentar diferentes orienta¢des

e consequentemente exposi¢des diversas do sitio ativo para interagir com o glifosato.

Figura 38 - Variacdo do RMSD da enzima EPSPs nas simula¢Ges de dindmica molecular direcional ao longo

dos eixos x (preto), y (azul) e -y (vermelho).
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Para avaliar a normalidade de uma varidvel de forma qualitativa pode-se utilizar o
grafico Quantil-Quantil (Figura 39). Os resultados do teste ndo-paramétrico de Shapiro-Wilk
dao resultados mais objetivos de aderéncia a distribuicdo Normal e sdo mostrados na Tabela 6.
Nesse teste foram escolhidos 4 pontos ao longo da coordenada de reacdo (tempo de
simulacao), para cada eixo, para avaliar se a distribuicdo dos dados obtidos para o trabalho
realizado em cada trajetéria segue uma distribuicdo gaussiana. Foi escolhido um nivel de
significancia de 10%, em que considerou-se o teste de hipotese como: Hy: A distribui¢ao do
conjunto de dados segue uma distribuicdo normal e H;: A distribuicdo do conjunto de dados
ndo segue uma distribuicdo normal.

Os Q-Q plots para os trés eixos (Figura 39) apresentaram uma distribui¢do dos pontos

préxima a reta indicando uma variavel com distribui¢do normal.
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Figura 39 - Grafico Quantil-Quantil (I) — Eixo x, (a) trabalho a 300ps, (b) trabalho a 500ps, (c) trabalho a
1000ps, (d) trabalho a 1500ps; (IT) — Eixo vy, (a) trabalho a 500ps, (b) trabalho a 1000ps, (c) trabalho a 1500ps,
(d) trabalho a 2000ps; (IIT) — Eixo -y, (a) trabalho a 300ps, (b) trabalho a 1000ps, (c) trabalho a 1500ps, (d)
trabalho a 1750ps;
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Pela Tabela 6, observa-se que todos os valores obtidos para o p-valor sdo maiores que
10%, logo, ndo se rejeita a hipotese zero, e desta forma a distribuicdo dos valores obtidos para
o trabalho nos trés eixos, nestes quatro pontos escolhidos ao longo da coordenada de reacéo,
seguem uma distribuicdo gaussiana. Sendo assim, o numero de simula¢gdes SMD realizadas ¢
suficiente para a realizagdo do calculo do potencial de forca média, segundo a metodologia da

expansdo cumulante da equagéo de Jarzynski.
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Tabela 6 - Teste de Shapiro-Wilk

Eixos P-Valor
Eixo x W em 300ps W em 500ps W em 1000ps W em 1500ps
0.02167 0.0863 0.02589 0.01948
Eixo y W em 500ps W em 1000ps W em 1500ps W em 2000ps
0.09391 0.2919 0.0393 0.03267
Eixo -y W em 300ps W em 1000ps W em 1500ps W em 1750ps
0.9526 0.01072 0.03206 0.05707

Desta forma, o Potencial de For¢a Média foi calculado a partir das simula¢des de
SMD ao longo dos trés eixos simulados. O PMF determina o perfil de energia livre ao longo
da coordenada de reagfo, e foi calculado através da expansdo cumulante de segunda ordem da
igualdade de Jarzynski, equagdo 73.

A Figura 40 apresenta o PMF calculado para os trés eixos ao longo do tempo de
simulacdo. A menor barreira de energia livre ocorre ao longo do eixo -y, aproximadamente
10,7 kJ mol™, seguido pelo eixo x e eixo y, com barreiras de energia em torno de, 14,7 € 19,5
kJ mol”', respectivamente. Isso comprova os dados anteriores, em que, o processo de retirada
do herbicida glifosato do sitio ativo da EPSPs ocorre favoravelmente ao longo do eixo -y.

Esses valores de barreira de energia (processo de desacoplamento) podem ser
comparados com a energia livre de ligagdo (AGiigacao) para o complexo ligante-enzima (EPSPs-
GPJ). Desta forma, para validar os calculos de PMF, 0 AGiigcao fOi calculado usando valores
experimentais da constante de dissocia¢do (K,) na qual variou de 12 mM a 0,15 uM'*, ¢ a
equagdo 77",

AG i0030=RTIn[K | (77

ligagdo
onde, R ¢ a constante universal dos gases e 7' ¢ a temperatura em Kelvin.

Assim, o valor obtido para 0 AGiieae pela equagdo 77, variou de -11.0 a -38.9 kJ mol™,
sugerindo que a estimativa tedrica do potencial de forca média para calcular a energia

envolvida no processo de retirada do herbicida do sitio ativo da enzima foi apropriada.
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Figura 40 - Potencial de Forca Média das simula¢des de SMD ao longo dos trés eixos: x (em preto); y(em azul) e

-y (em vermelho)
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No entanto, cabe ressaltar que os valores experimentais de K, foram obtidos em
solugdo aquosa, na presenga de uma forca ionica apropriada, e as simulacdes realizadas no
presente trabalho descrevem o sistema no vacuo (emsemble NVT) para simular os
experimentos de AFM. Considerando que essas diferengas podem afetar significativamente os
valores da energia de ligacdo, as simulagdes de SMD na presenca de moléculas de agua
devem ser realizadas para predizer a energia de ligacdo especifica entre complexos enzima-
ligante.

A funcionalizagdo das enzimas sobre a ponta do cantiléver do AFM ocorrera de forma
aleatoria, podendo esta apresentar diferentes orientagdes e consequentemente exposicdes
diversas do sitio ativo para interagir com o glifosato. Assim, a energia de interagdo especifica
entre o glifosato e a EPSPs, deve variar entre as energias obtidas pelo potencial de forga

média nos trés eixos apresentados neste trabalho.
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6 Conclusdo

O presente trabalho apresenta estudos de dinamica molecular do sistema enzima-
inibidor, especificamente o sistema EPSPs-Glifosato, com o intuito de obter propriedades
moleculares e fazer previsdes que possam auxiliar a construcdo de um nanobiossensor
utilizando Microscopia de Forca Atdmica, para uma deteccdo especifica e seletiva do
herbicida glifosato.

Os calculos de dinamica molecular foram realizados utilizando como campo de forca
o OPLS-AA. Uma vez que, os parametros relacionados aos angulos de torcao do herbicida
glifosato ndo sdo encontrados neste campo de forca, parametrizagdes foram realizadas
utilizando calculos de mecanica quantica, utilizando as fungdes de base HF/6-31G*. Os
parametros obtidos foram calculados utilizando o método de minimos quadrados para
comparacdo com os resultados obtidos via mecanica quantica e a validacdo foi realizada
através de simulacées por dindmica molecular. Os resultados mostraram boa concordancia
entre os angulos obtidos para as curvas de energia potencial classica e quantica.

Dados de RMSD, RMSF, energia livre de solvatacdo e analise de ligacdes de
hidrogénio dos residuos do sitio ativo mostram que a enzima EPSPs, na presenca do seu
substrato Shikimato-3-Fosfato apresenta uma maior estabilidade conformacional em solucao
aquosa quando comparado ao sistema contendo apenas a enzima, e possivelmente apresentara
uma melhor resposta na deteccdo do herbicida glifosato, apds a funcionalizacdao da ponta do
cantiléver do AFM.

A emulagdo dos experimentos de AFM através de simulagdes por dinamica molecular
direcional foram realizadas aplicando-se forcas externas para a retirada do herbicida do sitio
ativo em trés possiveis caminhos onde o impedimento estérico é menor. A analise do perfil de
forca e do Potencial de Forca Média revelaram que o caminho com menor impedimento foi ao
longo do eixo -y. Além disso, os valores de energia livre de interacdo entre o GPJ e a EPSPs a
partir da simulacdes de SMD apresentaram a mesma ordem de magnitude de valores
calculados a partir das constantes de dissociacdo do sistema, obtidas experimentalmente. O
potencial eletrostatico da superficie da enzima apresentou uma heterogeneidade na

distribuicdo de cargas, e uma funcionaliza¢do direcionada necessita de estudos mais refinados.
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